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normalnim imunskim odzivom primarna okužba povzroča infekcijski mononulkeozi 
podobno bolezen ali poteka asimptomatsko. Pri imunokompromitiranih 
posameznikih pa zaradi razširjenosti virusa in latentne narave okužbe CMV 
predstavlja tveganje za hujši potek okužbe ali smrtnost bolnika. Okužba s CMV 
predstavlja velik problem po zaključku protivirusne profilakse pri bolnikih s 
presaditvijo organov. Z in vitro določanjem T celičnega imunskega odziva proti 
virusu CMV lažje ocenimo tveganje za okužbo s CMV po presaditvi organov in na 
podlagi tega individualno prilagodimo protivirusno trapijo ter preprečimo kasnejše 
zaplete. Namen naše raziskave je bil uvedba metode znotrajceličnega določevanja 
proizvodnje interferona gama (IFN-γ) v limfocitih T pri spodbujanju z različnimi 
antigeni CMV. V študiji je bilo vključenih 8 zdravih prostovoljcev, ki so že prišli v 
stik z virusom. V krvi bolnikov in zdravih oseb smo določili koncentracijo protiteles 
IgG in IgM proti CMV in na pretočnem citometru izmerili proizvodnjo IFN-γ po 
stimulaciji z različnimi antigeni. V naši študiji smo testirali različne CMV peptide, s 
katerimi smo stimulirali limfocite T in ugotovili, da US3 najbolje stimulira CD4+ in 
CD8+ populacijo limfocitov T. Merjenje specifičnega T celičnega odziva na CMV z 
merjenjem znotrajceličnega IFN-γ v limfocitih T je pomembno pri odločanju o 
zdravljenju bolnikov predvsem v primeru, ko je koncentracija limfocitov zmanjšana 
in IFN-γ ni mogoče določevati s komercialnim QuantiFERON-CMV testom.  
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1 
1 UVOD 
 
Humani citomegalovirus (HCMV) je razširjen patogen, ki spada v družino herpesvirusov 
in se pojavlja po celem svetu. Okužba z njim je pri zdravih ljudeh nenevarna, lahko pa 
ogroža ljudi z oslabljenim imunskim odzivom. V takšnem primeru je pomembno, da se 
akutna okužba diagnosticira ter zdravi kar se da hitro, zato je ključnega pomena, da se 
diagnostike lotimo z natančnimi diagnostičnimi metodami ter da znamo ovrednotiti 
nevarnost za okužbo, ki jo nosi posamezni bolnik. Pravočasno diagnosticiranje okužbe s 
HCMV je lahko problematično, saj veliko metod ni dovolj občutljivih, da bi že v zgodnjih 
fazah zaznale začetek akutne infekcije. Čas je v tem primeru ključnega pomena, saj je 
efektivnost zdravljenja virusnega obolenja tesno povezana z virusnim bremenom.  
 
Na pomnoževanje virusa v bolnikovem telesu se že v začetni fazi odzovejo limfociti T, 
jakost T celičnega odziva pa variira od posameznika do posameznika. Zato je na podlagi 
zaznavanja produkcije interferona gama (IFN-γ) ob stimuliranju limfocitov T z antigeni 
HCMV mogoče predvideti, kakšen bo odziv, če pride do okužbe ali reaktivacije virusa. 
Če je interferonski odziv močnejši, je manjša verjetnost za reaktivacijo HCMV. 
Z odzivom limfocitov T bi lahko napovedali tveganje bolnika za akutno okužbo še preden 
jo zaznajo ostale metode in prilagodili trajanje antivirusne terapije pri rizičnih bolnikih 
ter s tem preprečili reaktivacijo virusa.  
 
Proizvodnjo IFN-γ po stimulaciji z virusnimi antigeni lahko zaznamo z metodo 
določevanja znotrajceličnih citokinov, nato pa celice analiziramo s pretočnim 
citometrom. 
 
Obolenje s HCMV ostaja velik problem pri bolnikih s transplantiranimi organi, predvsem 
pri seronegativnih bolnikih z organom seropozitivnega donorja (D+/R-), zato spremljanje 
CMV-specifične celične imunosti lahko poda pomembne informacije in predvidi potek 
HCMV bolezni.   
 
V raziskavi smo želeli preizkusiti različne HCMV antigene za stimulacijo limfocitov T 
in določiti, kateri protein najmočneje stimulira CD4+ in CD8+ T celice, saj bi ga bilo 
kasneje najbolj smiselno uporabiti v rutinski diagnostiki. 
 
Cilji raziskave so: 
• vpeljava učinkovite metode za določevanje znotrajcelične proizvodnje IFN-γ v 
specifičnih limfocitih T pri spodbujanju z različnimi antigeni CMV, 
• določiti, kateri od HCMV antigenov najmočneje stimulira proizvodnjo IFN-γ v 
CD4+ in CD8+ populaciji limfocitov T, 
• definirati najbolj uporaben HCMV antigen ali skupino antigenov za stimulacijo 
limfocitov za nadaljnjo uporabo v diagnostiki.  
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2 
2 PREGLED OBJAV 
 
Humani citomegalovirus (HCMV) je široko razširjen β-herpes virus tipa 5. Spada v 
družino Herpesviridae in je največji med herpes virusi (Rosa in Diamond, 2012). Ima 
tipično virionsko strukturo herpesvirusov (Tomtishen, 2012). Velik je med 200-300nm, 
kar ga uvršča med največjega med herpesvirusi. Njegov genom je sestavljen iz 236 kbp 
dvovijačne deoksiribonukleinske kisline (dsDNK) (Cunningham in sod., 2010) in kodira 
med 165 in 252 odprtih bralnih okvirjev (ORF) (Stern-Ginossar in sod., 2012). Je vrstno 
specifičen virus (Rosa in Diamond, 2012). Ima dsDNK, ki ga obdaja ikozaedrična 
nukleokapsida s proteinskim matriksom, ki je pritrjen na zunanji lipidni dvosloj z 
glikoproteini (Crough in Khanna, 2009). Med kapsido in ovojnico je tegument, ki je 
sestavljen iz tegumentnih proteinov, ki jih ločimo v dva razreda: strukturni proteini, ki so 
pomembni pri sestavljanju viriona in razstavljanju ob vstopu v celico ter proteini, ki 
modulirajo odziv gostiteljske celice ob infekciji (Crough in Khanna, 2009). HCMV 
vzpostavi infekcijo, ki traja celo življenje in ima afiniteto do različnih tipov celic, zato ga 
lahko najdemo v večini organskih sistemov okuženega posameznika (Rosa in Diamond, 
2012). 
 
Miljoni let koevolucije med HCMV in imunskim sistemom gostitelja so prinesli širok 
spekter imunskih obrambenih strategij in virusnih odgovorov nanje, ki so za sabo 
potegnile močen celični odziv gostitelja. Kljub močnemu imunskemu odzivu se virus 
dobro prilagodi na imunski sistem in ni nikoli eliminiran iz gostitelja, ampak tam 
vzpostavi persistentno asimptomatsko infekcijo (Rosa in Diamond, 2012). 
 
HCMV je razvil več imunskih strategij, s katerimi se izmika tako prirojenemu kot 
pridobljenemu imunskemu sistemu. Te strategije preprečujejo organizmu, da bi ga 
učinkovito odstranil. Po primarni infekciji imunski sistem in virus dosežeta homeostatsko 
ravnotežje in vzpostavi se doživljenjska okužba v mieloičnih celicah. Reaktivacije so 
sicer dokaj pogoste, vendar pri imunokompetentnih osebah nezaznavne (Rosa in 
Diamond, 2012). Skozi čas se imunski odziv na CMV veča, kar zahteva davek od 
gostitelja. Več študij je pokazalo, da dolgoročna okužba s CMV poveča tveganje za razvoj 
žilnih bolezni, kot je ateroskleroza, ter škodljivo deluje na staranje imunskega sistema 
(Terrazzini in sod., 2013).  
 
Supresija gostiteljevega imunskega sistema spremeni razmerje med imunskim odzivom 
gostitelja in virusom, saj se ob reaktivaciji virus razširi brez ovir in sproži klinično sliko. 
Nekontrolirana replikacija in diseminacija virusa lahko vodi v življenjsko ogrožajoča 
stanja, kot so odpoved organov ali v najhujšem primeru celo smrt (Rosa in Diamond, 
2012). Poleg tega nerazvit imunski sistem pri okužbi in utero ali kmalu po rojstvu ni 
zmožen odstraniti virusa iz organizma, kar lahko vodi do hudih posledic pri razvoju 
dojenčka ali celo do smrti (Ross in sod., 2011). 
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Okužba s HCMV ima velike posledice na zdravje in kvaliteto življenja ljudi z oslabljenim 
imunskim sistemom, kot so starejši, dojenčki ali imunsko oslabljeni bolniki, zato je v 
zadnjih letih velik poudarek na raziskavah in razvoju cepiva proti HCMV ter na 
imunoterapevtskih pristopih, ki bi omejili incidenco HCMV bolezni (Rosa in Diamond, 
2012). Trenutno je v fazi kliničnega testiranja več cepiv proti HCMV, ki inducirajo 
imunost v seronegativnih posameznikih ali ki povečajo odziv pri seropozitivnih (Zuhair 
in sod., 2019).  
 
2.1 EPIDEMOLOGIJA 
 
HCMV je globalno razširjen virus. Prenos virusa je možen preko sline, spolnega stika, 
placente, dojenja, transfuzije, transplantacije organov ali transplantacije matičnih celic 
(Souquette in sod., 2017).  
 
Ocenjujejo, da so se pred približno 180 do 220 milijon leti razvile tri sesalske poddružine 
herpesvirusov, pred približno 80 milijoni pa se je zaradi koevolucije s človekom pojavila 
vrsta virusa, ki ga poznamo danes. Glede na to, da je vsaj večinski delež populacije 
okuženih z vsaj enim herpesvirusom, ki je pri imunsko zmožnih gostiteljih večinoma 
asimptomatski, obstaja velika verjetnost, da herpesvirusi dajejo gostiteljem evolucijsko 
prednost (Souquette in sod., 2017).  
 
Po zadnjih epidemoloških podatkih je globalna seroprevalenca virusa na podlagi 
testiranja anti-CMV IgG protiteles 83 %. Razširjenost virusa je odvisna od socialnega in 
ekonomskega statusa, npr. v razvitih državah je s HCMV okuženih med 40 % in 90 % 
populacije, v Aziji in Afriki pa se bliža 100 % (Sylwester in sod., 2005). Za regijo z 
najvišjo prevalenco virusa velja Vzhodna Mediteranska regija (glede na WHO) z 90 % 
prekuženostjo populacije (Zuhair in sod., 2019). Prevalenca okužbe se sorazmerno viša s 
starostjo (Souquette in sod., 2017). Glede na spol je okuženih več žensk, globalno gledano 
jih je v rodni dobi seropozitivnih 86 %, kar je 3 % več od globalnega povprečja, 86 % 
prekuženost pa je zabeležena tudi pri donorjih krvi in organov (Zuhair in sod., 2019). 
 
Podatkov o prekuženosti populacije s HCMV v Sloveniji nimamo, vendar glede na 
Svetovno zdravstveno organizacijo (WHO) spadamo pod Evropsko regijo, ki ima 
najmanjšo seroprevalenco glede na globalni nivo – IgG seropozitivnih je 66 % populacije 
(Zuhair in sod., 2019). 
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2.2 PATOGENEZA  
 
2.2.1 Patogeneza pri imunokompetentnih 
 
Okužba s HCMV pri imunokompetentnih posameznikih je večinoma asimptomatska. 
Redkeje se kaže v obliki mononukleozi podobne bolezni, kjer ima bolnik vročino. Včasih 
se razvije tudi mialgija, limfadenopatija in hepatomegalija, zelo redko pa lahko pride do 
hujših komplikacij, kot so artritis, ulcerativni kolitis, pneumonitis, hepatitis, aseptični 
meningitis ali miokarditis (Crough in Khanna, 2009). HCMV infekcija je odgovorna za 
približno 8 % primerov infekcijske mononukleoze (Kalejta, 2008). Seronegativni 
posamezniki lahko razvijejo CMV bolezen po primarni okužbi z virusom, pri 
seropozitivnih pa lahko pride do ponovne viremije z novim sevom CMV ali z reaktivacjio 
latentnega virusa, s katerim so že okuženi (Zuhair in sod., 2019).  
 
Ker HCMV po okužbi ostane prisoten v telesu celo življenje, se sčasoma pozna vpliv na 
imunski sistem, zato dolgoročno okužbo s CMV povezujejo s pojavom vnetnih in 
proliferativnih bolezni, kardiovaskularnih bolezni ali raka. Okužbo s HCMV povezujejo 
tudi z nastankom ateroskleroze, saj ob reaktivacijah virusa sledi vnetje vaskularnega 
sistema in poškodbe sloja gladkih celic, arterije se odebelijo in lumen žil se zmanjša 
(Tomtishen, 2012). 
 
2.2.2 Patogeneza pri imunokompromitiranih 
 
Okužba s HCMV ogroža predvsem ljudi z zavrtim imunskim sistemom, t.j. bolnike s HIV 
in bolnike, ki so na imunosupresivnih zdravilih (bolnike s transplantiranimi organi ali 
bolnike z rakom). Najpogostejša uporabljena imunosupresivna zdravila pri transplantaciji 
organov so takrolimus, mikofenolat in steroidi (Lopez-Aladid in sod., 2017). Ker 
pomnoževanje virusa ni kontrolirano s strani imunskega sistema, lahko v kratkem času 
pride do visoke viremije, ki diseminira po krvi v različne organe in tam povzroča različne 
bolezni (Zuhair in sod., 2019). Pri takšnih bolnikih moramo biti pozorni na simptome, kot 
so vročina, levkopenija, slabo počutje, bolečine v sklepih in izpuščaji (Crough in Khanna, 
2009). Klinično se lahko kaže tudi kot tkivno invazivna bolezen, npr. hepatitis, 
pnevmonitis, enterokolitis, gastroenteritis, encefalitis, retinitis, korioretinitis, nefritis, 
cistitis, miokarditis ali pankreatitis (Tomtishen, 2012). Veliko bolnikov po transplantaciji 
razvije hipogamaglobulinemijo, ki je velik faktor tveganja za nastanek CMV bolezni pri 
bolnikih s transplantiranim srcem ali pljuči (Kotton in sod., 2013). HCMV infekcijo 
povezujejo tudi z inflamatornimi in proliferativnimi boleznimi, kot so določene 
kardiovaskularne bolezni in raki (Kalejta, 2008). Pri bolnikih s HIV se okužba v 85 % 
kaže z retinitisom (Crough in Khanna, 2009), pogosto pa povzroči tudi slepoto (Kalejta, 
2008).  
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Pri bolnikih s transplantiranimi organi je HCMV povezan s kronično ali akutno 
zavrnitvijo transplantiranega organa in je najpogostejši vzrok smrtnosti (Streblow in sod., 
2007). Pri teh bolnikih pride do okužbe ponavadi v prvem mesecu po transplantaciji, zato 
je pomembno, da imajo v tem času bolniki specifično imunost na CMV. Bolniki s 
primarno okužbo imajo zato večje tveganje in lahko razvijejo bolj resno okužbo (Gerna 
in sod., 2006). Največje tveganje imajo seronegativni bolniki, ki prejmejo organ 
seropozitivnega donorja, saj je potek bolezni pri tej skupini hujši in bolj nevaren 
(Azevedo in sod., 2015). Simptomatska ali asimptomatska okužba s HCMV poveča 
možnost zavrnitve organa. To lahko omilimo s protivirusno terapijo, ki poleg zmanjšanja 
smrtnosti tudi podaljša čas oz. zmanjša verjetnost zavrnitve organa (Streblow in sod., 
2007). Okužba je prisotna pri več kot 50 % bolnikov, od katerih 10 % do 50 % razvije 
simptomatsko bolezen (Crough in Khanna, 2009). Incidenca CMV infekcije je najvišja 
pri bolnikih s transplantiranimi pljuči, pri bolnikih brez CMV profilakse se pojavi v 54 % 
- 92 % (Azevedo in sod., 2015).  
 
Pri presaditvi matičnih celic imajo bolniki daljše obdobje jemanja imunosupresivov in 
posledično večjo možnost infekcije s HCMV, do katere pri seropozitivnih bolnikih v 80 
% pride zaradi reaktivacije, pri seronegativnih pa pride do primarne okužbe le v 30 %, za 
razliko od prejemnikov čvrstih organov, pri katerih je ravno obratno (Crough in Khanna, 
2009).  
 
Če ima recipient slab celični imunski odziv na CMV, je to indikacija za povečano 
tveganje za CMV bolezen. V tem primeru obstajata dve možnosti; dolgoročno 
spremljanje incidence pomnoževanja in pravočasno zdravljenje za preprečevanje 
reaktivacije in pozne ponovitve CMV bolezni ali za primarno še sekundarna antivirusna 
profilaksa. Če ima bolnik dober odziv limfocitov T na CMV, izkazuje manjše tveganje 
za nastanek CMV bolezni po transplantaciji organa, zato se lahko v tem primeru 
zdravljenje s protivirusnimi zdravili zaključi predčasno (Han, 2017). 
 
2.2.3 Kongenitalna in neonatalna okužba 
 
Okužba s HCMV je eden vodilnih vzrokov za defekte pri novorojenčkih (Tomtishen, 
2012). HCMV je nevaren pri nosečnicah, ki imajo aktivno okužbo in viremijo, saj se virus 
lahko prenese na zarodek. Do znotrajmaternične okužbe pride ob primarni infekciji, 
ponovni okužbi ali reaktivaciji (Zuhair in sod., 2019). Pri novorojenčkih je pridobljen 
imunski odziv zelo slab, zato je pri perinatalni okužbi še posebej pomemben prirojeni 
imunski odziv ter imunski odziv matere, ki do določene mere omeji viremijo (Rosa in 
Diamond, 2012).  
 
Kongenitalna ali neonatalna okužba s HCMV lahko povzroči izgubo sluha ali zaostanek 
v razvoju, v hujših primerih pa se konča celo s smrtjo (Terrazzini in Kern, 2014). 
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Incidenca kongenitalnega prenosa je relativno nizka – 0,64 % (Crough in Khanna, 2009). 
Če je mati seronegativna in pride do primarne okužbe s HCMV, je možnost prenosa na 
plod več kot 30 % (Torres in Tang, 2015) kot pri seropozitivni materi z reaktivacijo 
virusa, saj imajo v drugem primeru zaščitno vlogo tudi materina protitelesa proti HCMV. 
Ob rojstvu je 10-15 % okuženih dojenčkov simptomatskih, kar se lahko kaže v 
zaostajanju rasti, hepatitisu, zlatenici in hepatosplenomegaliji, trombocitopeniji, 
pneumonitisu, okvari osrednjega živčnega sistema z mikrocefalijo, intercerebralnimi 
kalcifikacijami, retinitisu ali senzorinevralni izgubi sluha. Smrtnost simptomatskih 
dojenčkov je 30 %, ostali pa imajo lahko hujše dolgoročne posledice – nevrološke ali 
slušne defekte (Crough in Khanna, 2009). 
 
2.3 ŽIVLJENJSKI CIKEL VIRUSA 
 
Infekcija s HCMV ima tri faze: primarna infekcija, latenca, reaktivacija (Souquette in 
sod., 2017). HCMV ima afiniteto do širokega spektra človeških celic, kot so endotelijske 
celice, epitelijske celice, celice gladkega mišičja, fibroblasti, levkociti in dendritične 
celice (Rosa in Diamond, 2012).  
 
Ko virus vstopi v celico in vzpostavi primarno infekcijo, gostitelj zazna virione in aktivira 
se prirojen imunski odziv, začnejo se sproščati inflamatorni citokini in kostimulatorne 
molekule, ki upočasnijo širjenje virusa (Rosa in Diamond, 2012).  
 
Po primarni infekciji, ki je v imunokompetentnem posamezniku večinoma asimptomatska 
ali ima blag potek, se razvije doživljenjska latenca, ki tekom življenja okuženega 
posameznika omogoči občasno reaktivacijo virusa, ki je odvisna od izražanja virusnega 
IE kompleksa, kot je prikazano na sliki 1. Takrat se virus ponovno začne sproščati v 
majhnih količinah (Souquette in sod., 2017). Med latentno okužbo 0,0004 % do 0,001 % 
mononuklearnih celic nosi genom HCMV, vsaka okužena celica pa nosi od 2 do 13 kopij 
genoma (Crough in Khanna, 2009). 
 
Nekateri izsledki so kazali tudi na to, da so pomemben rezervoar HCMV v človeškem 
telesu aortne endotelijske celice, v katerih virus vzpostavi persistentno necitopatsko 
infekcijo. Aortne endoteljiske celice ne akumulirajo virusa tako, kot iz monocitov 
izhajajoči makrofagi, ki akumulurajo virus v znotrajceličnih vakuolah, ampak s 
transportom producirajo virus ekstracelularno in se tako izognejo celični lizi (Fish in sod., 
1998).  
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Slika 1: Diferenciacija ob prisotnosti neizraženih (na levi) ali izraženih (na desni) takojšnjih zgodnjih (IE) 
virusnih genov, ki sproži reaktivacijo HCV virusa v mieloidnih progenitornih celicah (Sinclair in Reeves, 
2014) 
 
2.3.1 Vstop virusa v celico in izstop iz celice 
 
Primarna infekcija se pri zdravih posameznikih začne v mukoznem epiteliju sluznice in 
od tam diseminira po celem telesu (Sinclair in Reeves, 2014). CMV replikacijski cikel 
ima dobro kontrolirano kaskadno gensko ekspresijo. Ob interakciji glikoproteinov 
virusne lipidne ovojnice s celičnimi receptorji na fibroblastih se celični membrani spojita 
(Kalejta, 2008). Po fuziji teh dveh membran se proteinska kapsida z deoksiribonukleinsko 
kislino (DNK) in tegumentni proteini sprostijo direktno v celično citoplazmo (Tomtishen, 
2012). V epitelne in endotelne celice CMV vstopi preko endocitoze s pomočjo 
glikoproteinov ovojnice. Po fuziji nekateri proteini (pp65 in pp71) neodvisno migrirajo 
proti jedru, drugi tegumentni proteini (UL47, UL48) pa ostanejo v citoplazmi ali na 
kapsidi virusa in preko mikrotubulov privedejo kapsido do jedra, kjer virusna DNK lahko 
vstopi v jedro skozi kompleks por, kot je prikazano na sliki 2 (Kalejta, 2008). 
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Slika 2: Vpliv tegumentnih proteinov na vstop virusa in prenos virusne DNK iz citoplazme v jedro. A, B, 
C in D označujejo časovno zaporedje (Kalejta, 2008) 
 
Ko je virusna DNK pomnožena, se v jedru začnejo izražati pozni geni virusa za formacijo 
kapside in za pakiranje virusne DNK (Kalejta, 2008). Kapside z DNK po tem procesu 
potujejo skozi notranjo membrano jedra in ob tem dobijo primarno ovojnico, ki jo nato 
ob potovanju skozi zunanjo ovojnico jedra v citoplazmo izgubijo. Kapsida se nato veže 
na vezikle Golgijevega aparata in tam dobi novo ovojnico, s katero s pomočjo fuzije z 
zunanjo celično membrano izstopi (Tomtishen, 2012). 
 
2.3.2 Latentna in litična faza 
 
Tako kot vsi herpesvirusi tudi HCMV po primarni infekciji ostane v gostitelju celo 
življenje. Latenca na molekularnem nivoju pomeni supresijo vseh litičnih genov virusa, 
ki je posledica epigenetske regulacije preko histonske modifikacije gostiteljske celice 
(Dupont in Reeves, 2016). Takojšnji zgodnji (IE) geni so v različnih celičnih tipih lahko 
utišani, kar privede do latentne infekcije. Ob določenih stimulatorjih iz okolja se lahko 
latentna infekcija spremeni v litično, kar povzroči širjenje virusa in bolezen (Tomtishen, 
2012). Latentna faza citomegalovirusa ni popolnoma mirujoče stanje, saj se tudi takrat 
izraža zelo omejen, a specifičen profil genov (Dupont in Reeves, 2016). Nekateri proteini, 
ki se sintetizirajo med latentno fazo virusa, sprožijo T celični odziv (Rosa in Diamond, 
2012).  
 
Za razliko od primarne litične infekcije ima latentna infekcija zmanjšano transkripcijo, 
izraža se le majhno število genov. Značilno pa je, da ni ekspresije virusnih litičnih genov. 
Spremeni se izražanje proteinov, miRNK in anti-apoptotičnih proteinov, ki imajo velik 
pomen v latentno okuženih celicah (Poole in Sinclair, 2015). 
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Z endotelijskimi in krvotvornimi celicami se virus razširi po gostitelju, v fibroblastih in 
celicah gladkega mišičja pa pride do proliferacije virusa (Rosa in Diamond, 2012). 
Latenca se vzpostavi v CD34+ krvotvornih progenitornih matičnih celicah v kostnem 
mozgu (Mason in sod., 2013) in se ohrani v njih tudi, ko se diferencirajo naprej v 
dendritične celice in makrofage (Poole in Sinclair, 2015). Ko pri latentno okuženih 
mieloičnih celicah pride do diferenciacije, se kromatin prerazporedi, kar privede do 
aktivacije IE promotorja in posledično do pomnoževanja virusa (Reeves in sod., 2005). 
Reaktivacija HCMV je povezana z dejavnikom tumorske nekroze alfa (TNF-α) (ang. 
tumor necrosis factor alpha), ki sproži TNF receptor in aktivira proteinsko kinazo C in 
jedrni faktor kapa B (NF-κB), ki vodita v prepis HCMV IE genov (Crough in Khanna, 
2009). Po reaktivaciji se litična faza virusa ponovi (Reeves in sod., 2005) 
 
Ob litični infekciji pride do ekspresije IE genov. IE zgodnji geni so odgovorni za 
produkcijo proteinov, ki replicirajo virusno genomsko dsDNK, po DNK replikaciji pa se 
aktivira ekspresija poznih virusnih genov. Virusni pozni proteini so v glavnem strukturne 
komponente viriona, ki pomagajo pri sestavljanju in sproščanju novonastalih virusov 
(Tomtishen, 2012). 
 
Okužba s HCMV v latentni fazi spremeni imunski sistem, zato je pomembno, ali gledamo 
odziv v akutni ali kronični fazi latentne okužbe. Med akutno fazo latence se zaradi 
povečanih ravni IFN-γ in TNF-α aktivirajo makrofagi, IFN-γ in interlevkin 13 (IL-13) 
aktivirata celice T pomagalke tipa 1 in 2, poveča se tudi citotoksični T celični odziv. Med 
latentno fazo se izražajo proteini, ki služijo vzdrževanju latence ter pomagajo virusu pri 
izmikanju imunskemu sistemu. V HCMV genomu najdemo zapis za dva homologa 
človeškemu IL-10. Eden od niju se izraža med litično, drugi med latentno fazo, oba pa 
delujeta kot pogojna supresorja imunskega odziva in s tem omogočata boljše ohranjanja 
virusa v gostitelju, hkrati pa ne zmanjšata obrambne funkcije na ostale infekcije 
(Souquette in sod., 2017).  
 
Latentna okužba s HCMV je v mlajših letih lahko koristna, saj imunski sistem spodbudi 
k borbi proti infekcijam, na stara leta pa zaradi številnih reaktivacij tekom življenja 
ustvari večje populacije specifičnih T celic. To privede do imunske disfunkcije, ki je 
odgovorna za slabši splošni imunski odziv ter izčrpava imunski sistem (Souquette in sod., 
2017).  
 
2.4 ZGRADBA 
 
HCMV virion je zgrajen iz ikozaedrične kapside, ki vsebuje linearni dvoverižni 230kbp 
dolg DNK genom, obdaja pa jo zunanji sloj tegumentnih proteinov, obkroženih z lipidnim 
ovojem in virusnimi glikoproteini (Varnum in sod., 2004).  
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2.4.1 Virusni geni in proteini 
 
Tegument se nahaja med zunanjo lipidno membrano in ikozaedrično proteinsko kapsido, 
ki vsebuje virusno genomsko DNK. Tegumentni proteini zastopajo več kot polovico vseh 
proteinov, ki jih najdemo v virionu in so fosforilirani zaradi vključevanja v tegument 
(Tomtishen, 2012). Slika 3 prikazuje zgradbo virusa. 
 
 
 
Slika 3: Zgradba virusa (Crough in Khanna, 2009) 
 
Ikozaedrična kapsida je sestavljena iz pet različnih virusnih proteinov, ki jih kodirajo 
ORF regije UL86, UL85, UL80, UL48-49 in UL46. Kapsida je obdana s tegumentom, ki 
je sestavljen iz tegumentnih proteinov z različnimi funkcijami. Ovojnica, ki obdaja 
kapsido in tegument, je sintetizirana na Golgijevem aparatu in je sestavljena iz lipidnega 
dvosloja, ki vsebuje devet virusnih glikoproteinov: gB (UL55), gM (UL100), gH (UL75), 
gL (UL115), gO (UL74), gN (UL73), gp48 (UL4), gpTRL10 in UL33. gM je najbolj 
zastopan glikoprotein (Varnum in sod., 2004).  
 
Tegument vsebuje večino virionskih proteinov, ki imajo pomembno vlogo pri vstopu 
virusa v celico, ekspresiji genov, izogibanju imunskemu sistemu, sestavljanju virusa in 
izstopu (Kalejta, 2008). Najpomembnejši med njimi je nižjematrični fosfoprotein 65 
(pp65), katerega zapis najdemo na genu UL83 (Crough in Khanna, 2009). Ostali glavni 
tegumentni proteini so še višjematrični virionski transaktivator fosfoprotein 71 (pp71), ki 
je produkt gena UL82, herpesvirusni jedrni virionski maturacijski veliki matrični 
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fosfoprotein 150 (pp150), produkt gena UL32, največji tegumentni protein, ki je produkt 
gena UL48, in še pp28, kodiran na UL99. Poleg naštetih najbolj zastopanih proteinov v 
tegumentu najdemo tudi nekatere proteine, prisotne v manjših koncentracijah ter celično 
in virusno RNK (Crough in Khanna, 2009). Pri replikaciji virusa imajo pomembno vlogo 
CMV tegumentni proteini pp65, pp71, pp150, and pp28 (Tomtishen, 2012).  
 
HCMV genom sestoji iz linearne DNK, ki se med infekcijo translocira v jedro gostiteljske 
celice, kjer se zaokroži, poveže s histoni gostiteljske celice in se v njej ohrani kot episom 
(Souquette in sod., 2017). Virusna ekspresija genov je rezultat evolucijske interakcije 
med virusom in inficiranimi celicami. Na eni strani virus potrebuje celične meahnizme 
za ekspresijo svojih genov, vendar po drugi strani celica poskuša ustaviti replikacijo 
virusa (Torres in Tang, 2015). Virusni replikativni cikel se začne z vstopom, sledi 
ekspresija takojšnjih zgodnjih genov (IE), ki pripravijo okolje za infekcijo, sledijo jim 
zgodnji (E) geni, DNK replikacija, na koncu pa se prepišejo še pozni (L) geni, ki 
vsebujejo zapis za proteine, pomembne za produkcijo viriona in izstop virusa (Souquette 
in sod., 2017).  
 
Po fuziji celične membrane z lipidno membrano virusa se tegumentni proteini in virusna 
proteinska kapisida z DNK sprostijo v gostiteljsko celico, kjer se aktivirajo in sodelujejo 
pri ekspresiji genov, izogibanju imunskemu sistemu, sestavljanju virusa in njegovemu 
izstopu (Tomtishen, 2012). Poleg virusnih proteinov je v virusnem ciklu pomembnih tudi 
več kot 70 proteinov gostiteljske celice, kot so celični strukturni proteini, encimi in 
šaperoni (Varnum in sod., 2004). 
 
Ko se virion spoji z membrano gostiteljske celice, nekateri tegumentni proteini ostanejo 
v citoplazmi, drugi migrirajo v jedro celice, tretji pa ostanejo tesno ob nukleokapsidi in 
jo s pomočjo mikrotubulov usmerjajo skozi kompleks por v jedro. Nekateri tegumentni 
proteini imajo specifično lokalizacijo v celici, ki je odvisna od faze litičnega cikla 
(Tomtishen, 2012). 
 
V celični kulturi, okuženi s HCMV, nastajajo tri različne oblike virusnih delcev: zreli 
infektivni virioni, neinfektivna telesca z ovojnico (NIEP) in gosta telesca (Varnum in 
sod., 2004). NIEP so podobni infektivnim virionom, saj vključujejo skoraj identično 
zgradbo ovojnice, tegumenta in kapsidnih proteinov, vendar pa ne vsebujejo virusne 
dsDNK v ikozaidreični kapsidi (Tomtishen, 2012). Gosta telesca so nereplikativni delci, 
specifični za HCMV okužbo. Razmerje med virusnimi delci je odvisno od seva virusa in 
stadija infekcije (Varnum in sod., 2004). Sestavljajo jih tegumentni proteini z ovojnico, 
vendar brez kapside. Primarno so sestavljeni iz proteina pp65. Pomen teh dveh tvorb ni 
poznan (Tomtishen, 2012). 
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2.5 IMUNSKI ODZIV 
 
CMV sproži imunski odziv na vseh obrambenih črtah; od prirojene imunosti (dendritične 
in NK celice) do pridobljene imunosti (αβ in γδ regulatorne T celice). NK celice 
sodelujejo pri primarnem odzivu na CMV infekcijo, pri sekundarnem odzivu pa so glavni 
limfociti T in limfociti B. Limfociti B producirajo med drugimi najbolj zastopana 
protitelesa proti glikoproteinu B, glikoproteinu H ter pentamernemu glikoproteinskemu 
kompleksu H/gL/UL128/UL130/UL131A (Kotton in sod., 2013). Glavno vlogo pri 
kontroli replikacije CMV ima T celična imunost. CMV infekcija in replikacija v 
limfocitih T spodbudi povečano izločanje IFN-γ, to je ponavadi odgovor na CMV 
antigenske proteine, kot so pp50, pp65, gB, IE1, IE-2 in drugi. CD8+ limfociti T, ki 
producirajo IFN-γ, imajo glavno vlogo pri omejevanju CMV viremije v začetni akutni 
fazi primarne infekcije, CD4+ limfociti T pa vzpostavijo dolgotrajno imunsko kontrolo 
nad infekcijo (Han, 2017).  
 
Kljub močnemu primarnemu imunskemu odzivu HCMV vzpostavi doživljenjsko latenco. 
Dolgoročne spominske T celice se pojavijo v večjem številu in preprečijo pojav klinične 
bolezni pri periodičnih reaktivacijah virusa. Tako se vzpostavi ravnotežje med imunskim 
odzivom in virusno reaktivacijo. V primerih, ko je imunski sistem kompromitiran, se 
ravnotežje zruši, kar lahko vodi do reaktivacije in uspešne replikacije latentnega virusa, 
ki vodi v bolezen (Terrazzini in Kern, 2014). Imunski sistem in HCMV sta se med 
evolucijo prilagajala en na drugega, kar je ustvarilo evolucijsko ravnotežje med virusnimi 
mehanizmi patogeneze in ohranjanjem virusa ter med imunskim odzivom gostitelja 
(Sylwester in sod., 2005). HCMV lahko sproži velike odzive limfocitov T, hkrati pa 
poseduje veliko mehanozmov izogibanja imunskemu sistemu (Terrazzini in Kern, 2014).  
 
Nekateri človeški fenotipi izkazujejo večji riziko za HCMV infekcijo, npr. polimorfi 
TLR2 in TLR4 ali polimorfizme posameznih nukleotidov (SNP) (ang. single nucleotide 
polymorphism) v genih za lektin in fikolin-2 (Kotton in sod., 2013). 
 
MHC (oz. HLA) I in II molekule so odgovorne za prezentacijo antigenov. MHC I 
kompleksi predstavljajo znotrajcelične antigene citotoksičnim T limfocitom CD8+, MHC 
II kompleksi pa predstavljajo ekstracelularne peptide celicam T pomagalkam CD4+ 
(Tomtishen, 2012). Pri CMV infekciji je pomemben tip HLA I kompleksa, saj je 
restrikcijski faktor pri zaznavanju antigenov in posledično pri odzivu specifičnih CD8+ 
celic (Han, 2017). Če HLA I kompleks prepozna virusni antigen, imajo CD8+ citotoksični 
limfociti zaščitno vlogo proti okužbi, zato je pri nekaterih antigenskih testih T celične 
imunosti treba upoštevati tip HLA I. Najpogostejši epitop za MHC I kompleks pri ljudeh 
je HLA-A0201, zato so takšne metode razvijali na podlagi tega tipa (Carlsson in sod., 
2003). MHC peptidni tetrameri se torej lahko uporabljajo za kvantifikacijo CD8+ T celic, 
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vendar pri nekaterih HLA haplotipih ne bodo izzvali imunskega odziva ( Dunn in sod., 
2002). 
 
2.5.1 Prirojena imunost (primarni imunski odziv) 
 
HCMV zaznajo receptorji za prepoznavo molekulskih vzorcev (PRR) (ang. pattern 
recognition receptors), ki zaznajo evolucijsko ohranjene elemente patogenov ali 
nukleinsko kislino v celici. Pod PRR spadajo različni tipi toličnih receptorjev (TLR) (ang. 
toll like receptor). Začetne stadija infekcije prepoznajo predvsem tolični receptorji 2 
(TLR 2), ki prepoznajo površinske proteine virusa gB in gH (Rosa in Diamond, 2012). 
To aktivira NF-κB odvisne signalne poti in sproži sekrecijo inflamatornih citokinov, ki 
privabijo celice prirojenega imunskega odziva - aktivirajo transkripcijske faktorje IRF3/7, 
kar povzroči ekspresjio protivirusnih genov in aktivacijo NK celic (Souquette in sod., 
2017). Prva linija obrambe prirojenega imunskega odziva so NK celice, ki virus zaznajo 
z na površini izraženimi inhibitornimi aktivacijskimi receptorji. Med njimi je za HCMV 
pomemben inhibitorni ubijalski imunoglobulinu podobni receptorji (KIR) (Terrazzini in 
Kern, 2014). NK celice predstavljajo most med prirojenim in prirojenim imunskim 
odzivom, saj imajo močan citotoksični odziv, podoben makrofagom ali granulocitom ter 
so s produkcijo IFN-γ, grancimov in perforinov podobne limfocitom T (Rosa in Diamond, 
2012) Ob aktivaciji sproščajo citokine, ki sprožijo imunski odziv, hkrati pa uničijo celice, 
okužene z virusom, s perforini in grancimi (Souquette in sod., 2017).  
 
2.5.2 Pridobljena imunost 
 
Pridobljena imunost je sestavljena iz humoralnega odziva in T celičnega odziva. 
Protitelesa prepoznajo strukturo antigenov, limfociti T pa prepoznajo kratke fragmente 
peptidov, ki sestavljajo proteinske antigene in so predstavljeni preko polimorfnih MHC 
molekul na površini antigen predstavitvenih celic (APC) (Loeth in sod., 2012). 
 
Limfociti T (CD3+), kamor spadajo celice pomagalke (CD4+) in citotoksični limfociti 
(CD8+), sodelujejo pri omejevanju replikacije citomegalovirusa (Sylwester in sod., 
2005). HCMV specifični T celični odziv prepozna različne HCMV specifične proteine. 
CD4+ celice večinoma prepoznavajo strukturne proteine in so pomembne pri latentni fazi 
virusa, CD8+ prepoznavajo nestrukturne proteine, med obema skupinama pa prihaja tudi 
do prekrivanja (Terrazzini in Kern, 2014). 
 
Raziskave kažejo, da okužba s HCMV kljub nezaznavnim patološkim učinkom 
predstavlja veliko breme za zdrav imunski sistem. Okužba s CMV statistično vpliva na 
frekvenco efektorskih CD8+ celic v telesu, na ɣδ T celice ter koncentracijo IL-10 in IL-
6 v serumu (Souquette in sod., 2017)  
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2.5.2.1 Humoralni odziv 
 
Protitelesa sodelujejo pri preprečevanju diseminacije HCMV in zmanjšajo resnost 
klinične slike (Crough in Khanna, 2009). Glavna tarča nevtralizirajočih protiteles (50 %) 
je gB, ki je ključen za pritrditev in vstop v celico. Druga pomembna tarča je gH, ki je 
pomemben pri fuziji virusne ovojnice s celično membrano. Protivirusna protitelesa ne 
ustavijo okužbe, a jo omilijo, kar lahko omili potek bolezni (Crough in Khanna, 2009). 
Protitelesa, ki so uperjena proti glikoproteinom ovojnice gH/gL/gUL, izkazujejo CMV-
nevtralizirajoče lastnosti in inhibirajo replikacijo (Rosa in Diamond, 2012). 
 
Izkazalo se je, da je humoralni odziv pomemben tudi pri prenosu z nosečnice na plod. 
Seropozitivne ženske redkeje prenesejo infekcijo na fetus, kot ženske, ki med nosečnostjo 
prebolevajo primarno okužbo. Če so prisotna protitelesa z nizko avidnostjo, je možnost 
okužbe fetusa večja, kot če je avidnost nevtralizirajočih protiteles visoka (Crough in 
Khanna, 2009). 
 
2.5.2.2 T celični odziv 
 
Funkcija CD4+ celic pomagalk je, da privabijo in aktivirajo fagocite (makrofage in 
nevtrofilce) in druge levkocite, ter stimulirajo citotoksične limfocite T in limfocite B. Z 
izločanjem citokinov uravnavajo uničujeje intracelularnih in ekstracelularnih mikrobov. 
CD8+ citotoksični limfociti so efektorske celice, odgovorne za odstranitev intracelularnih 
mikrobov, večinoma virusov, pa tudi bakterij, ki se pomnožujejo znotraj celic in 
tumorjev, pomembne pa so tudi pri zavrnitvi organov pri transplantacijah. CD8+ uničijo 
gostiteljsko celico in s tem onemogočijo virusu pomnoževanje. APC so celice, ki prek 
MHC kompleksov predstavijo imunogene peptide, sestavne dele proteinov patogena, 
limfocitom T. Limfociti T večinoma zaznajo patogene le v obliki peptidov, predstavljenih 
na površini MHC kompleksov. MHC I molekule predstavljajo antigen CD8+ 
citotoksičnim limfocitom T, MHC II pa CD4+ T pomagalkam. APC, kot so dendritične 
celice, makrofagi in limfociti B, na površini izražajo MHC II kompleks, okužene 
gostiteljske celice z jedrom pa lahko predstavljajo MHC I kompleks (Abbas in sod., 
2017). 
 
CMV specifični T celični imunski odziv je glavni faktor pri spontani odstranitvi CMV 
viremije iz sistema (Martín-Gandul in sod., 2014). Populacije limfocitov T (αβ in γδ 
limfociti T) omejijo virusno replikacijo (Crough in Khanna, 2009).  
 
CD4+ in CD8+ limfociti T reagirajo na 213 ORF virusa in 13687 peptidov. Obsežne 
študije so pokazale, da kar 151 ORF izzove CD4+ ali CD8+ T celični odziv v vsaj enem 
seropozitivnem posamezniku. Celični odzivi so pri različnih posameznikih različni, saj 
nekateri posamezniki zaznajo le en ORF, drugi pa do 39. S tega stališča lahko sklepamo, 
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da ORF specifični T celični odzivi niso reprezentativni za celoviti posameznikov T celični 
odziv.  
 
Ob primarni infekciji, približno 7 dni po najvišji točki CMV replikacije, začnejo po krvi 
krožiti CD4+ CMV specifični limfociti T, ki sintetizirajo Th1 citokine, kot sta IFN-γ in 
TNF-α, za njimi pa se v krvi pojavijo CMV specifični CD8+ limfociti T. Na začetku 
okužbe ima večinski delež virusno specifičnih limfocitov T fenotip pravkar aktiviranih 
naivnih limfocitov T, ki imajo na površini CD45RA, CD45R0 in Ki67 celične markerje 
(CD45RA je marker naivnih limfocitov T (Tomiyama in sod., 2002), CD45R0 
spominskih limfocitov T, Ki67 pa proliferatornih limfocitov T (Booth in sod., 2010)). Ko 
pridobivajo efektorsko funkcijo, nimajo več izraženega CCR7, ki je kemokinski receptor, 
ki sproži migracijo naivnih in spominskih limfocitov T v sekundarna limfoidna tkiva 
(Tomiyama in sod., 2002). CD8+ celice s fenotipim CD45RA− CD28− CD27+ CCR7− 
sproščajo perforin in grancim B in tako lizirajo okužene celice, ki imajo na površini CMV 
peptide. Ko je infekcija pod kontrolo, še nekaj časa po infekciji nekatere CD8+ celice 
ohranijo fenotip CD45RA- CD45R0+, značilen za spominske limfocite T. Nekaj mesecev 
po primarnem odzivu CMV specifične CD8+ celice počasi izgubljajo CD27, kar pomeni, 
da postanejo iz spominskih celic spominsko efektorske T celice (Tomiyama in sod., 
2002). Tekom latentne faze začnejo CMV specifične celice izražati CD57, značilen za 
terminalno diferencirane limfocite T in CD27+ Ki67- fenotip in niso več tako prisotne v 
krvnem obtoku. Terminalno diferencirane CD8+ celice imajo izražen CD45RA, nimajo 
CD27 in so okarakterizirane kot speče efektorske celice, pri katerih lahko ob stimulaciji 
pride do hitre in močne ekspanzije (Rosa in Diamond, 2012). IFN-γ je univerzalni 
efektorski citokin, ki ga najdemo v CD4+ in CD8+ celicah (Hoffmeister in sod., 2003). 
Produkcija citokinov v CD8+ populaciji limfocitov je pri CMV seropozitivnih ljudeh 
statistično značilno višja, kot pri seronegativnih (Dunn in sod., 2002). Mehanizem 
efektorskih CD8+ limfocitov T je pomemben pri omejevanju reaktivacije latentnega 
virusa, saj ob vezavi T celičnega receptorja na antigen omogoča takojšnjo sekrecijo 
citokinov in s tem nemudoma zazna reaktivacijo v latentno okuženih celicah in ustavi 
replikacijo (Rosa in Diamond, 2012). 
 
HCMV je močno imunogen virus, ki pusti velik pečat tako na CD4+, kot tudi na CD8+ 
T celicah (Dupont in Reeves, 2016). Oseba, okužena s HCMV, imajo v obtoku v 
povprečju med 9,1 % in 10,2 % CD4+ and CD8+ spominskih limfocitov T, specifičnih 
za ta virus (Sylwester in sod., 2005). HCMV na populacijo limfocitov T vpliva tudi 
dolgoročno, saj periodična reaktivacija virusa vsakokrat povzroči ekspanzijo specifičnih 
limfocitov T CD8+. Tekom dolgotrajne okužbe večkrat pride do ekspanzije, zato lahko v 
CMV pozitivnih posameznikih na stara leta opazimo CD8+ populacije, specifične na 
CMV tarčne peptide (Sylwester in sod., 2016). Spominska inflacija pomeni povečanje 
odziva spominskih limfocitov T na določene CMV epitope skozi čas in vzdrževanje 
močnega odziva. Velike T celične ekspanzije so ponavadi oligoklonalne, kar pomeni, da 
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izhajajo iz ene celice ali majhnega števila celic, s fenotipom CD57+ in CD4+ CD28-, kot 
je značilno za terminalno diferencirane limfocite (Terrazzini in Kern, 2014). Inflacija 
spominskih celic se vzdržuje skozi daljša obdobja zaradi stimulacije z virusnimi antigeni, 
ki se izražajo med latentno fazo virusa. Ti antigeni so predstavljeni v limfnih vozlih ali v 
vaskulaturi in sprožijo diferenciacijo specifičnih centralno spominskih T celic v 
efektorske spominske T celice, ki gredo v tkiva in tam kontrolirajo virusno replikacijo, 
kot prikazuje slika 4 (Klenerman in Oxenius, 2016).  
 
 
Slika 4: Predstavitev antigenov med latenco virusa in nastanek efektorskih spominskih celic, ki kontrolirajo 
replikacijo virusa v organu (Klenerman in Oxenius, 2016) 
 
Akumulacija specifičnih limfocitov T se lahko vzdržuje na dva načina: kontinuirano 
nadomeščanje kratkoživih funkcionalnih limfocitov T ali akumulacija na apoptozo 
odpornih senescentnih limfocitov T. CMV specifični limfocitni odziv pride iz 
efektorskega T celičnega spomina, pri starejših okužbah pa odziv pride iz centralnega T 
celičnega spomina. Tako se HCMV specifični limfociti T akumulirajo skozi čas 
(Souquette in sod., 2017).  
 
Regulatorne T celice so odgovorne za periferno toleranco, imunsko homeostazo in odzive 
efektorskih T limfocitov. Nastajajo z antigensko aktivacijo naivnih T celic v timusu ali 
na periferiji, slednje imajo funkcijo pri omejevanju vnetja v tkivu in pomagajo pri 
vzpostavitvi kronične infekcije s HCMV. Regulatorne celice, ki nastajajo na periferiji, se 
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povečajo pri s HCMV okuženih starejših ljudeh in imajo statistično signifikantno 
korelacijo z vaskularnimi spremembami (Terrazzini in Kern, 2014). 
 
γδ limfociti T so imunske celice, ki imajo prirojeno in adaptivno imunsko funkcijo, kar 
jim omogoča, da se odzivajo na širok spekter patogenov. Pomembno vlogo imajo pri 
odzivu na HCMV pri zdravih ljudeh, bolnikih s transplantacijo organov, nosečnicah, 
novorojenčkih in imunokompromitiranih ljudeh (Khairallah in sod., 2017). γδ limfociti T 
imajo T celični receptor iz γ in δ verige, ki sta homologni α in β verigi pri CD4+ in CD8+ 
celicah (Abbas in sod., 2017). Ponavadi jih najdemo v črevesnem epiteliju, redkeje pa v 
periferni krvi. Pri okužbi s HCMV pride do ekspanzije Vδ2 limfocitov T, vendar te celice 
niso HCMV specifične v pravem pomenu besede, ampak zaznajo stresni odziv in lizirajo 
s HCMV okužene fibroblaste in endotelne celice (Terrazzini in Kern, 2014). Povezujejo 
jih z očiščenjem CMV virusnega bremena, saj s citotoksičnostjo pomagajo uničiti 
okužene celice, producirajo IFNγ in TNF-α ter s tem omejijo HCMV replikacijo. HCMV 
sproži dolgotrajni odziv oligoklonalnih γδ limfocitov T v krvi seropozitivnih ljudi in 
njihovo diferenciacijo v efektorske spominske celice (Khairallah in sod., 2017). 
 
2.5.2.3 Dolgoročni vpliv na imunski sistem in imunosenescenca 
 
Vpletanje imunskega sistema zaščiti pred patološkimi učinki CMV virusa, a na dolgi rok 
vpliva na imunokompetentnega posameznika.  
 
Imunosenescenca je izraz za z leti povezane spremembe imunskega sistema, ki se kažejo 
v slabšem delovanju imunskega sistema pri starejših, zaradi česar so ti lahko bolj dovzetni 
za infekcijske bolezni (Souquette in sod., 2017). Je velik faktor pri povečanju smrtnosti 
zaradi infekcij pri ljudeh, starejših od 65 let (Rosa in Diamond, 2012). Ena od glavnih 
karakteristik imunosenescence je zmanjšanje populacije naivnih CD8+ celic in povečanje 
specializirane CD8+ populacije (Klenerman in Oxenius, 2016). Eden glavnih vzrokov 
pojava imunosenescence je dolgotrajna okužba s HCMV, saj povzroča ekspanzije CD8+ 
celične populacije in privede do spominske inflacije. V več študijah na starejših 
populacijah so CMV povezali z izgubo naivnih CD8+ populacij limfocitov T, kar zaradi 
sproščanja vnetnih faktorjev lahko pripelje do krvožilnih bolezni, dela direktno škodo na 
endotelnih celicah žil ali zaradi izgube naivnih T celic predstavlja večji riziko in 
nezmožnost obrambe pred drugimi infekcijami (Klenerman in Oxenius, 2016). 
 
Profil T celične inflacije, sprožen s strani HCMV, je povezan s ponavljajočo stimulacijo 
s strani neprofesionalnih APC. To so celice, ki ne izhajajo iz krvotvornih celic, najdemo 
pa jih v limfnih vozlih ali v krvožilju (npr. stromalne ali endoteljne celice). Antigeni, ki 
so predstavljeni na tak način, sprožijo diferenciacijo specifičnih inflacijskih centralno-
spominskih T celic (TCM) (ang. central memory T cell) v efektorske T celice (TEM) 
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(ang. effector memory T cell). Te zakrožijo v tkiva, kjer izvajajo antivirusne efektorske 
funkcije in vzdržujejo kontrolo nad virusno replikacijo (Klenerman in Oxenius, 2016).  
 
Pri normalni virusni okužbi imunski sistem zatre viremijo in število efektorskih celic se 
zmanjša, ostane le manjše število dolgoživih spominskih celic. Pri okužbi s CMV pa se 
zmanjša število naivnih limfocitov T, hkrati pa se na dolgi rok akumulira število visoko 
diferenciranih limfocitov T. Telomere limfocitov se rapidno skrajšajo, kar povezujejo z 
višjo smrtnostjo pri starejših. Sčasoma inflacija visoko diferenciranih limfocitov, ki 
sodelujejo pri kontroli reaktivacij virusa, dominira repertoar nabora limfocitov T in 
manjša nabor specifičnih limfocitov T proti drugim antigenom (Rosa in Diamond, 2012). 
 
Dolgoročno sproščanje citokinov iz CMV specifičnih efektorskih Th1 limfocitov, kot so 
IFN-γ, IL-18, CXCL-10, serumski amiloid-A1 in CRP, lahko sproži kronično vnetje, ki 
ga povezujejo z negativnimi učinki na krvožilni sistem (Berg in sod., 2010). Pripomorejo 
k nastanku ateroskleroze in aktivirajo makrofage in endotelij, da ti povečajo izločanje 
kemokinov in adhezijskih molekul, kar pripelje do zmanjšanja stabilnosti plakov. Z 
indukcijo visoko diferenciranih citotoksičnih celic, ki potujejo v aktiviran endotelij, kjer 
sproščajo kemotaktične citokine, lahko CMV ustvari pozitivno povratno zanko za 
privabljanje in aktivacijo imunskih efektorskih celic na žilne stene, kar pripelje do 
kronične aktivacije imunskega sistema in pospeši imunsko senescenco (Rosa in Diamond, 
2012). 
 
Tudi visoke nivoje IgG protiteles proti CMV povezujejo s staranjem in večjim tveganjem 
za ishermično bolezen srca in kardiovaskularne bolezni (Klenerman in Oxenius, 2016). 
 
2.5.3 Vpletanje virusa v imunski sistem 
 
CMV je zaradi koevolucije s človekom razvil mnogo mehanizmov, s katerimi se izogiba 
imunskemu sistemu. Zaradi njih je lahko uspešno preživel in se ohranil v človeški in 
živalski populaciji. CMV preko aktivacije ali utišanja genske ekspresije vpliva na celične 
regulatorne gostiteljske celice in spremeni signaliziranje, celični cikel, apoptozo in 
diferenciacijo, kar se pozna na okuženem tkivu (Milbradt in sod., 2014). 
 
Nekateri produkti CMV genoma lahko sprožijo spremembo poti antigenske prezentacije 
MHC I in MHC II kompleksa in onemogočijo prepoznavanje antigenov s strani 
limfocitov T (Rosa in Diamond, 2012).  
 
Med latenco pride do ekspresije virusnega homologa imunomodulatornega citokina IL-
10, ki zmanjša ekspresijo MHC I in II molekul in inhibira proliferacijo perifernih krvnih 
mononuklearnih celic in produkcijo inflamatornih citokinov (Rosa in Diamond, 2012). 
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Homolog za zapis IL-10 je transkript regije UL111.5A in se izraža v latentno okuženih 
granulocitnih makrofagih (Crough in Khanna, 2009).  
 
Na genu UL83 je zapis za protein pp65, ki je zelo zastopan HCMV protein in je že v 
začetku litične infekcije transferiran v jedro. Je pomembna tarča humoralne in celične 
imunosti in dominanten antigen za citotoksične limfocite T. pp65 ima pomembno 
funkcijo v fazi latence in je vpleten v preprečevanje prirojenega in pridobljenega 
imunskega odziva. Pri pridobljenem odzivu se vpleta v fosforilacijo IE proteinov in 
blokira njihovo prezentacijo CD8+ limfocitom T preko MHC I. Vpliva tudi na 
akumulacijo HLA-DR alfa verig v lizosomu, ključnih za nastanek MHC II kompleksa, ki 
predstavlja antigene TCR CD4+ celic. pp65 ščiti okužene celice tudi pred primarnim 
imunskim odzivom, saj z interakcijo z NKp30 receptorjem inhibira citotoksičnost NK 
celic ter oslabi citotoksični odziv. Povezan pa je tudi s kinazno aktivnostjo, saj fosforilira 
treoninske ostanke IE proteinov, kar prepreči prezentacijo IE proteinov na MHC 
kompleksih v začetku infekcije (Kalejta, 2008). 
 
2.6 ZDRAVLJENJE  
 
Študije so pokazale, da aktivna CMV bolezen pri nizkem virusnem bremenu ni 
simptomatska. Pri dobri T celični imunosti pride do spontane odstranitve viremije. V 
primeru primarne okužbe ali reaktivacije CMV virus postane simptomatski šele, ko 
virusno breme preseže 1500 IU/mL in takrat se razvije CMV bolezen (Martín-Gandul in 
sod., 2014). 
 
Obstajata dva načina zdravljenja: predhodno zdravljenje in antivirusna profilaksa. Pri 
predhodnem zdravljenju se spremlja bolnika pred in po transplantaciji ter poskuša zgodaj 
zaznati virusno replikacijo, da se lahko zdravi okužbo, še preden se pojavijo simptomi. 
Profilaksa pomeni administracijo zdravil bolj rizičnim bolnikom za obdobje 3-6 mesecev 
po transplantaciji (Azevedo in sod., 2015). 
 
Glavna prednost antivirusne profilakse je lahka administracija zdravil, zaščita pred 
infekcijami z drugimi herpes virusi (Herpes Simplex virus (HSV), Varicella Zoster virus 
(VZV), Eppstein-Barr virus (EBV), Humani herpesvirus 6 (HHV-6)) in zmanjšana 
incidenca zavrnitve transplantiranega organa, oportunističnih infekcij ter smrtnosti, 
glavne negativne plati profilakse pa so toksičnost zdravil, ki lahko povzročajo 
levkopenijo in nevtropenijo, ter pozni izbruh virusne okužbe po zaključeni profilaksi 
(Ramanan in Razonable, 2013). 
 
Predhodno zdravljenje CMV vključuje spremljanje asimptomatskih bolnikov v rednih 
intervalih za obdobje približno treh mesecev po transplantaciji. Zdravi se le pozitivne 
bolnike, ki se jih zaradi rednih testiranj ujame še v zgodnjih fazah bolezni. Dobra stran 
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predhodnega zdravljenja je, da se izognemo toksičnosti zdravil ter razvoju rezistence. Ob 
predhodnem zdravljenju lahko bolnik razvije CMV specifični celični odziv, kar zmanjša 
nevarnost kasnejšega pojava bolezni. Slabe plati tovrstnega zdravljenja so večja cena 
laboratorijskih storitev, bolj naporen proces za bolnika zaradi pogostejših pregledov, 
potrebno pa je tudi natančno spremljanje rezultatov. S strategijo predhodnega zdravljenja 
bolnik ni zaščiten pred ostalimi herpes virusi, obstaja pa tudi možnost zelo hitrega 
napredovanja HCMV zaradi hitre replikacije virusa ali možnost infekcije, ki je zaradi 
razmakov med monitoringom spregledana (Ramanan in Razonable, 2013). 
 
Med obema načinoma zdravljenja (predhodno in profilaksa) ni posebnih razlik, vendar 
pa se je na dolgi rok izkazalo, da ima bolnik, ki prejema antivirusno profilakso, večje 
možnosti preživetja. Presenetljivo pa je, da je v obeh skupinah nastanek rezistence enako 
verjeten (Ramanan in Razonable, 2013). 
 
Protivirusna zdravila ciljajo zgodnje faze pomnoževanja virusa z uporabo nukleozidnih 
analogov kot so ganciklovir, cidofovir in foskarnet. Problem tovrstnih zdravil je, da lahko 
privedejo do nastanka rezistence. In-vitro so se za efektivne izkazali anti-sense 
oligonukleotidi proti HCMV IE-2, UL36 ter UL37 tarčam, vendar pa tovrstno zdravljenje 
ni možno pri nosečnicah in fetusih, zato je iskanje alternativnih zdravil, ki se ne zanašajo 
na inhibicijo DNK replikacije virusa, ena od večjih prioritet (Torres in Tang, 2015). 
 
CMV se največkrat zdravi oralno z ganciclovirjem ali valganciklovirjem ali intravenozno 
z ganciklovirjem (Kumar in sod., 2017), zdravljenje pa traja dva do tri tedne oz. 7 dni po 
prvem negativnem rezultatu (Azevedo in sod., 2015). Valganciclovir je najpogostejša 
izbira zaradi lažje administracije z manj tableti in ima najboljšo biorazpoložljivost, oralni 
ganciclovir se je obnesel bolje od valganciclovirja pri bolnikih s transplantacijo jeter, 
intravenozni ganciclover ali valaciclovir pa je bolj primeren za bolnike s transplantacijo 
ledvic (Ramanan in Razonable, 2013). 
 
Pri bolnikih s transplantiranimi organi se pojavlja vse več rezistence na protivirusna 
zdravila, kar direktno korelira s povečano smrtnostjo. V primerjavi s bolniki, ki so 
prebolevali okužbo z nerezistentnim sevom, so imeli bolniki z rezistentnimi sevi za 10 % 
večjo smrtnost (z rezistentnimi sevi 11 %, z nerezistentnimi sevi pa 1 % smrtnost) (Fisher 
in sod., 2017).  
 
Pri hujšemu poteku CMV bolezni je priporočljivo, da se za zdravljenje uporabi IgG 
protitelesa proti CMV (Kotton in sod., 2013). IgG protitelesa so lahko dodatek 
klasičnemu zdravljenju z antivirusnimi zdravili ali alternativa zdravljenju in so smiselna 
za bolnike, ki so okuženi z rezistentnim virusom, ki imajo težji potek bolezni ali resno in 
komplicirano okužbo (Schulz in sod., 2016). 
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Obstaja še ena vrsta imunske terapije za zdravljenje CMV okužbe, katere začetki imajo 
korenine že v koncu prejšnjega stoletja, ko je Riddell s sodelavci dokazal delovanje 
principa adoptivnega transferja limfocitov T (Riddell in sod., 1992). Adoptivni T celični 
transfer je način zdravljenja z virusno specifičnimi limfociti T, ki pomagajo odstraniti 
virus iz telesa. To je strategija zdravljenja, ki se je po nekaterih študijah že izkazala za 
efektivno, vendar je na tem področju potrebno izvesti več kliničnih raziskav (Boeckh in 
Corey, 2017). Smiselno jo je uporabiti pri bolnikih s transplantiranim organom z D+/R- 
serostatusom, saj so ti najbolj rizična skupina (Carlsson in sod., 2003). Iz perifernih 
mononuklearnih celic CMV pozitivnih donorjev se izolira CD8+ celice z manjšim 
deležem CD4+ celic in se jih po dvakratni stimulaciji s CMV antigeni nagoji ter injiciira 
v bolnika, nato pa se spremlja, če se virusno breme zmanjša (Pei in sod., 2017). Prenos 
ex-vivo vzgojenih autolognih limfocitov T v bolnika pomaga pri kontroli CMV 
replikacije, kar se lahko uporablja kot adoptivna imunoterapija in profilaksa, vendar 
takšni limfociti T niso obstojni in vivo, torej ne zagotavljajo dolgotrajne zaščite (Brestrich 
in sod., 2009). 
 
2.7 PREVENTIVA IN CEPLJENJE 
 
CMV se prenaša kontaktno, s slino, s spolnimi stiki in s transplantacijo ter kongenitalno. 
S HCMV povezane komplikacije so nevarne za dve glavni populaciji: kongenitalno 
okužene otroke in bolnike na imunosupresivnih zdravilih (Anderholm in sod., 2016). 
Glavne populacije, ki bi imele korist od cepljenja, so seronegativne ženske v plodnem 
obdobju, seropozitivne ženske v plodnem obdobju, seronegativni bolniki s transplantacijo 
seropozitivnega organa in seropozitivni bolniki s transplantacijo matičnih celic. Pri 
zadnjih dveh skupinah je smrtnost visoka, zdravljenje z antivirusno profilakso pa je drago 
in ne vedno učinkovito ter traja le določeno obdobje. Priporočljivo bi bilo, da se bolniki 
cepijo pred presaditvijo, pri bolnikih, ki se jim imunski sistem na novo vzpostavi, pa se s 
cepljenjem nadaljuje tudi kasneje. Pri bolnikih s transplantiranimi organi je pomembno 
vzpostaviti protitelesni odziv proti CMV, pri bolnikih s presaditvijo matičnih celic pa je 
pomembneje vzpostaviti T celični odziv, kar lahko traja 1-3 leta (Plotkin in Boppana, 
2018). Po modelu, ki ga je zasnoval Inštitut za medicino (IOM) (ang. Institute of 
Medicine), bi bilo smiselno cepljenje celotne populacije pred plodno dobo (t.j. do 12 let), 
da se zaščiti problematične populacije ter prepreči dolgoročen negativen vpliv HCMV na 
ljudi z normalnim imunskim odzivom, ki se lahko kaže v aterosklerozi, razvoju 
avtoimunskih bolezni ter malignih obolenj, kot je multiformni gliolastom (Anderholm in 
sod., 2016). S cepljenjem bi zelo profitirale tudi države tretjega sveta, kjer je CMV 
razširjen v največjem deležu populacije, zaradi česar pride pogosteje do kongenitalnega 
prenosa in do hujših posledic in zapletov pri novorojenčkih (Plotkin in Boppana, 2018). 
 
Za preprečevanje infekcije s CMV mora priti do protitelesnega odziva, ki prepreči 
obolenje pri seronegativnih ter do T celičnega odziva, ki zaustavi reaktivacijo pri 
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seropozitivnihProtitelesa so pomembna pri preprečevanju širjenja CMV pri 
seronegativnih, T celice pa so nujne za zaustavljanje reaktivacije virusa pri seropozitivnih 
(Plotkin in Boppana, 2018). Glavne kategorije cepiv v razvoju, ki so imela najboljše 
rezultate na kliničnih testiranjih, so atenuirana cepiva (Anderholm in sod., 2016). 
 
2.8 DIAGNOSTIKA 
 
Danes se uporablja več različnih metod za diagnosticiranje aktivne okužbe s HCMV. 
Delimo jih na direktne, ki zaznajo prisotnost virusa ter indirektne, ki zaznajo specifični 
imunski odziv na virus. Glede na klinično situacijo se uporabljajo različne metode. WHO 
(ang. World Health Organisation) je zaradi diskrepance različnih metod določil klinično 
pomembno mejno vrednost nukleinskih kislin v 1 mL destilirane vode, ki znaša 5×106 
IU/mL (ang. International Units/mL), ki je standard za IVD in klinične laboratorije za 
referenčni standard, na katerega se validira metode, ki se uporabljajo v rutini na podlagi 
Internacionalnega standarda za HCMV tehnike pomnoževanja nukleinskih kislin po 
WHO, 2014 (NIBSC code: 09/162). 
 
V zadnjem desetletju je na področju diagnostike CMV prišlo do pomembnih sprememb. 
Za aktivno CMV okužbo sta najbolj uporabni antigenemija in verižna reakcija s 
polimerazo (PCR), ki sta lahko uporabni za zgodnjo detekcijo virusne replikacije. 
Kultivacija CMV na humanih fibroblastih danes ni več aktualna metoda, saj je preveč 
dolgotrajna in zahtevna. Počasi prihajajo v splošno uporabo metode, ki zaznavajo 
sproščanje IFN-γ, ki podajo bolj celostno sliko o bolnikovi zmožnosti ubranitve pred 
virusom in z boljšo napovedno vrednostjo so zato pomemben del spremljanja bolj 
zahtevnih bolnikov (Azevedo in sod., 2015). 
 
2.8.1 Direktne metode 
 
2.8.1.1 Gojenje na celični kulturi 
 
Gojenje virusa na celični kulturi je tradicionalna metoda, ki pa se zaradi zahtevnosti in 
trajanja vedno manj uporablja v splošni diagnostiki. Pri tej metodi se inokulira HCMV na 
humane fibroblaste in opazuje ob inkubaciji 2-21 dni. Na celični kulturi se pokažejo 
citopatski učinki virusa na celice ter celična megalija. Negativni rezultat se lahko poda 
šele po 2-3 tednih, zato metoda velja za zelo zamudno. Da bi prej dobili rezultate, se lahko 
gojenje na celični kulturi združi z indirektno imunofluorescenco tako, da se doda 
monoklonalna protitelesa proti IE antigenu HCMV in opazuje celično kulturo pod 
fluorescentnim mikroskopom. Ta metoda poda rezultate že v roku 16 ur in je primerna za 
večje število vzorcev (Ross in sod., 2011). 
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Obstajajo tri različne metode kvantifikacije CMV v kulturi: plaki, določitev TCID50, 
centrifugiranje kulture. Kvantifikacija s plaki je tradicionalna metoda, ki se jo izvaja tako, 
da inokuliramo različne razredčine na monosloj fibroblastov in prekrijemo celice s 
polsolidnim medijem.Virus se širi od celice do celice in nastanejo plaki, ki se jih nato 
prešteje pod mikroskopom. Manj natančna metoda je dokazovanje TCID50, kjer se 
opazuje citopatski efekt na celicah, uporablja pa se za tkivne vzorce in urin. Različne 
razredčine se inokulira na fibroblaste in se jih opazuje 6 tednov. Hitrejša metoda 
kultivacije virusa pa je centrifugiranje kulture tako, da imamo enak inokulum in gledamo 
število inficiranih in neinficiranih vial, ali pa delamo redčitve in določimo titer. Ta metoda 
je primerna za vzorce bronhoalveolarne lavaže. Rezultati so na voljo hitreje, vendar je 
metoda še vedno zamudna. Kultivacijske metode sicer ne potrebujejo visoko 
specializiranih laboratorijev, slaba plat kultivacije pa je, da nekateri CMV ne tvorijo 
plakov, lahko pride do slabega označevanja z monoklonalnimi protitelesi, citopatski 
učinki na celičnem monosloju pa so nespecifični. Hkrati je pod vprašajem viabilnost 
virusa ob inokulaciji na celice, ki je odvisna od transporta in pogojev. Občutljivost 
kultivacije virusa je bistveno manjša od testa antigenemije ter PCR. Prav tako 
kvantitativna ocena virusa ni tako natančna, kot pri drugih metodah. To metodo so 
zamenjale metode, ki direktno določajo antigene ali DNK virusa (Boeckh in Boivin, 
1998). 
 
2.8.1.2 Zaznavanje nukleinskih kislin (PCR in qPCR) 
 
PCR je hitra in občutljiva metoda, ki zazna HCMV DNK v različnih kužninah, s 
kvantitativno verižno reakcijo s polimerazo (qPCR) (ang. quantitative polymerase chain 
reaction) pa poleg kvalitativnega dobimo še kvantitativni rezultat. HCMV DNK običajno 
iščemo v serumu ali plazmi. Med akutno infekcijo jo zaznamo v različnih frakcijah 
levkocitov – mononuklearnih in polimofonuklearnih levkocitih. V granulocitih 
(polimorfonuklearni levkociti) jo zaznamo zaradi fagocitoze in zaradi aktivne replikacije. 
V serumu ali plazmi lahko zaznamo tudi antigenske proteine gB in gH (Boeckh in Boivin, 
1998). 
 
Ta metoda je zelo široko uporabljena, saj pomaga pri odločitvi za predhodno zdravljenje, 
spremlja odziv na antivirusno terapijo, rezultati pa so na voljo v 24-48 urah (Ross in sod., 
2011). Ta metoda zazna viremijo že v asimptomatskih bolnikih, pri katerih lahko kasneje 
pride ali ne pride do bolezni, vendar pa je v simptomatskih bolnikih virusno breme višje 
(Boeckh in Boivin, 1998). Problem nastane pri bolnikih z zelo nizkim virusnim 
bremenom, saj nekateri lahko izkazujejo bolezen že pri zelo nizkih koncentracijah virusne 
DNK v krvi, zato je težko določiti mejne vrednosti (običajno je mejna vrednost >2,000 
kopij/mL), če pa je test preveč občutljiv, lahko zazna latentne viruse, kar ni optimalno za 
interpretacijo rezultatov (Azevedo in sod., 2015). S tem namenom se za spremljanje 
aktivne okužbe lahko uporablja tudi verižna reakcija s polimerazo z reverzno 
Čelofiga N. Opredelitev … odziva proti citomegalovirusu z določevanjem znotrajceličnih citokinov. 
   Mag. delo (Du2) Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2020 
 
24 
transkripcijo (RT-PCR) (ang. reverse transcription polymerase chain reaction), ki v 
monocitih in levkocitih periferne krvi zazna virusno cirkulirajočo mRNK, prisotno le ob 
aktivni okužbi, nato pa po obdelavi z reverzno transkriptazo dobimo virusno cDNK, ki jo 
pomnožimo s qPCR reakcijo (Ross in sod., 2011).  
 
2.8.1.3 Antigenemija 
 
Antigenemija je metoda, ki z monoklonskimi protitelesi išče antigen pp65 v nevtrofilcih 
(Ross in sod., 2011). Gre za direktno barvanje izoliranih polimorfonuklearnih 
nevtrofilcev, fiksiranih na stekelcu, z monoklonskimi protitelesi proti pp65, rezultat pa 
podamo v številu obarvanih celic v primerjavi z ostalimi celicami (Boeckh in Boivin, 
1998). Lahko se uporablja za spremljanje virusnega bremena, lahko pa za ocenjevanje 
odziva na protivirusno zdravljenje, kjer izginotje okuženih levkocitov iz krvi pomeni 
ozdravljenje (Azevedo in sod., 2015).  
 
Antigenemija pp65 ima visoko občutljivost in dobro določa CMV breme. Z njo dobimo 
kvalitativen in kvantitativen rezultat, saj koncentracija okuženih levkocitov sovpada z 
viremijo in klinično sliko pri imunokompromitiranih posameznikih (Azevedo in sod., 
2015). Dobra stran metode je, da traja manj kot 6 ur, ni zahtevna, za izvedbo pa ni 
potrebna draga ali zahtevna oprema (Ross in sod., 2011). Slaba stran je, da je potreben 
izvežban kader za odčitavanje rezultatov pod mikroskopom ter subjektivna plat 
interpretacije rezultatov, ki so zato težko primerljivi med laboratoriji. Kljub slabostim pa 
test dobro oceni sistemsko CMV virusno breme in dobro korelira z rezultati, 
pridobljenimi s PCR (Boeckh in Boivin, 1998). 
 
2.8.1.4 Imunohistokemija 
 
Imunohistokemija je antigenemiji podobna metoda, le da se uporablja na tkivu ali telesnih 
tekočinah, ki se jih opazuje na objektnih stekelcih pod mikroskopom. HCMV antigene se 
označi s primarnimi protitelesi in nato z označenimi sekundarnimi protitelesi, ki se 
opazujejo s pomočjo spremembe barve substrata. Tudi ta metoda je zelo občutljiva, a 
zahteva zverzirano oko izobraženega laboratorijskega delavca, ki zna pravilno prebrati in 
interpretirati rezultate, poleg tega pa obstaja tudi riziko lažno negativnih rezultatov zaradi 
neenakomerne porazdelitve virusa (Ross in sod., 2011). 
 
2.8.2 Indirektne metode  
 
2.8.2.1 B-celični odziv – serološko testiranje 
 
Serološke preiskave na HCMV pokažejo, če je bil človek že okužen s HCMV na podlagi 
prisotnosti ali odsotnosti IgG proti HCMV, akutno infekcijo pa dokažemo z IgM 
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protitelesi proti HCMV. Za zaznavanje protiteles so na razpolago različne metode, med 
njimi se najpogosteje uporablja encimska imunoadsorpcijska preiskava (ELISA) (ang. 
enzyme-lynked immunosorbent assay). Vendar pa je IgM lahko prisoten v telesu še več 
mesecev po akutni infekciji ali se ponovno pojavi ob reaktivaciji virusa, kar privede do 
lažno pozitivnih rezultatov (Ross in sod., 2011). IgG protitelesa se v telesu pojavijo 6-8 
tednov po infekciji ter nimajo zaščitne funkcije pri reaktivaciji ali ponovni okužbi 
(Azevedo in sod., 2015). Za razlikovanje med primarno akutno infekcijo in reaktivacijo 
virusa se v tem primeru uporabi test avidnosti IgG, kjer višja avidnost kaže na daljšo 
prisotnost virusa v telesu (Ross in sod., 2011).  
 
Serologija je uporabna metoda za ocenjevanje serostatusa donorja in bolnika pri 
transplantaciji, da pomaga definirati tveganje za bolnika, vendar pa ni uporabna po 
transplantaciji, kjer je potrebno natančno spremljanje aktivne okužbe (Azevedo in sod., 
2015). 
 
2.8.2.2 T celični odziv – imunski monitoring 
 
Dolgo je za zlati standard diagnostike HCMV veljalo serološko testiranje na HCMV 
specifični IgG, a sčasoma se je pokazalo, da nam merjenje T celičnega odziva na HCMV 
lahko bolj natančno pomaga predvideti, če bo bolnik po transplantaciji razvil resno 
bolezen (Gabanti in sod., 2018). Tako se na podlagi teh podatkov izognemo 
nepotrebnemu zdravljenju in z zdravljenjem povezanim stranskim učinkom ter 
nepotrebnim stroškom spremljanja in profilakse, ali pa se s podaljšanjem zdravljenja 
izognemo reaktivaciji virusa na dolgi rok (Clari in sod., 2012). Nadzor nad T celično 
imunostjo kot samo po sebi ali paralelno z nadziranjem virusnega bremena pomaga 
odkriti bolnike, ki potrebujejo antivirusno zdravljenje proti HCMV po transplantaciji ter 
poda pomembne podatke za obravnavo bolnikov, saj se lahko na podlagi tega prilagodi 
predhodno zdravljenje, profilaktično terapijo ali zdravljenje s T celičnim transferjem 
glede na individualno klinično sliko (Kumar in sod., 2017). HCMV specifična T celična 
reaktivnost pred transplantacijo izkazuje visoko inverzno korelacijo za tveganje HCMV 
bolezni po transplantaciji; pri bolnikih z močno T celično imunostjo proti CMV pa lahko 
imunski sistem obvlada virus in ni več zaznavne viremije ter antigenemije, ne glede na 
serološki status proti HCMV (Freer in sod., 2016).  
 
Metode, ki spremljajo specifični T celični imunski odziv, so znotrajcelično označevanje 
citokinov (ICS) s pretočno citometrijo, ki spremlja CD4+ in CD8+ T celični odziv, 
ELISpot, ki razloči med populacijami limfocitov T in QuantiFERON, ki meri sproščeni 
IFN-γ po stimulaciji z 22 CMV peptidi (Gabanti in sod., 2018). Slaba plat ELISA testov 
je, da ne razlikujejo med CD4+ in CD8+ T celičnimi odzivi, zato je težje postaviti mejo 
za pozitivnen odziv na stimulacijo (Kotton in sod., 2013). Zato za zlati standard za 
karakterizacijo T celičnega odziva danes velja ICS ter imunofenotipizacija površinskih 
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markerjev s pretočnim citometrom, saj upošteva več parametrov in populacij celic, kot 
ostale metode in poda kvalitativne in kvantitativne rezultate (Clari in sod., 2012).  
 
Metode večinoma temeljijo na osnovi spremljanja izločenega IFN-γ iz limfocitov T po 
stimulaciji s CMV antigeni, poleg interferonskega odziva pa se lahko spremlja tudi IL-2, 
tumorski nekrozni faktor CD107, programirano celčno smrt ali CD 154, ki sovpadajo s 
tveganjem za HCMV obolenje (Kotton in sod., 2013).  
 
QuantiFERON-CMV (Qiagen, Germany) je komercialen ELISA test, ki zazna 
sproščanje IFN-γ po stimulaciji s s 23 imunogenimi CMV peptidi iz kompleksov pp65, 
IE1, IE-2 in gB (Kumar in sod., 2017). Omejen je na najbolj razširjenime haplotipe HLA-
I (Clari in sod., 2012). Je komercialno dostopen in primerljiv, hkrati pa klinično ocenjen 
in testiran za aplikacijo na bolnikih s transplantiranimi organi za CMV riziko. Ker je bil 
opravljen na veliki populaciji, ima dobro napovedno vrednost. Če je test pred 
transplantacijo negativen, lahko predvidi viremijo po transplantaciji in glede na dinamiko 
T celičnega odziva napove potrebo po terapiji. Pozitiven test pri bolnikih z nizko viremijo 
napove spontano odstranjenje virusa (Kotton in sod., 2013). QuantiFERON test ima tudi 
omejitve, saj spremlja le odziv CD8+ T limfocitov, ne pa tudi CD4+ T limfocitov (Freer 
in sod., 2016), hkrati pa je omejen s HLA, kar pomeni, da ne inducira enakega odziva na 
nekaterih redkejših HLA haplotipih (Manuel in sod., 2013). Ker je ta metoda uporabna le 
za bolnike s specifičnimi HLA epitopi, moramo pri njej pridobiti tudi informacijo o 
bolnikovem HLA tipu (Kotton in sod., 2013). 
 
Rezultati Quantiferon-CMV testa zadovoljivo podajo oceno odziva na HCMV, vendar je 
sam test zaradi svojih omejitev slabše občutljiv za zaznavanje CMV specifičnega 
interferonskega odziva, kot ICS metoda (Clari in sod., 2012). 
 
ELISpot test (Lophius Biosciences, Germany) je drugi komercialno dostopen ELISA 
test, ki je primeren za diagnostiko. Njegova napovedna vrednost je boljša od 
QuantiFERON testa, saj po enem mesecu od transplantacije bolj natančno napove nižje 
tveganje za nastanek CMV bolezni ter je natančnejši pri napovedi rizika prenosa pri 
primarno okuženih nosečnicah. Glavna razlika med QuantiFERON in ELISpot testom je, 
da prvi meri IFN-γ, sproščen v polni krvi z ex-vivo stimulacijo s peptidi, omejenimi na 
na HLA-I fenotip, ELISpot pa stimulira populacije limfocitov T s pp65 in IE1, ki veljata 
za bolj imunogena proteina, primerna za različne HLA fenotipe (Lee in sod., 2017).  
 
ELISpot metoda uporablja mešanco peptidov iz CMV antigenov IE1 in pp65, ki stimulira 
nastajanje IFN-γ v CD4+ in CD8+ celicah iz PBL. Ta metoda loči med nizkim (20-50 
spotov/106 PBL) ter visokim celičnim odzivom (>100 spotov/106 PBL) v 2 dneh od 
vzorčenja krvi in dobro predvidi riziko CMV reaktivacije. Visok T celični odziv predvidi 
manj resno CMV bolezen pri transplantiranih bolnikih, hkrati pa tudi predvidi večjo 
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možnost prenosa na plod pri nosečnicah, verjetno zato, ker se število CMV specifičnih T 
celic poveča z večjo viremijo. Podatki vseeno kažejo, da število CMV odzivnih CD4+ 
celic korelira z zaščito (Karlsson in sod., 2003).  
 
Znotrajcelično določevanje citokinov (ICS) s pretočno citometrijo je metoda, ki zazna 
produkcijo citokinov v različnih subpopulacijah limfocitov T po stimulaciji z različnimi 
virusnimi peptidi (Jaimes in sod., 2011). Vzorec, ki se uporablja, je lahko polna kri ali 
izolirane populacije limfocitov (Maecker in sod., 2005). Te celice se stimulira s 
specifičnimi virusnimi antigeni, ki so lahko celi virusi, virusni proteini, mešanice 
peptidov ali posamezni peptidi. Za pozitivne kontrole se lahko uporabi znane poliklonalne 
stimulatorje T celic, kot so forbol-12-miristat-13-acetat (PMA) skupaj s kalcijevim 
ionoforom (ionomicin), superantigen stafilokokni enterotoksin B (SEB) ali mitogen 
fitohemaglutinin (PHA). Aktivacija s SEB nespecifično stimulira produkcijo IFN-γ preko 
TCR, medtem ko aktivacija s pp65 specifično aktivira antigen-specifične CD4+ 
spominske limfocite T (Jaimes in sod., 2011). 
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3 MATERIAL IN METODE 
 
V raziskavi smo testirali zdrave posameznike na imunski odziv proti HCMV. Sodelovalo 
je 17 ljudi, starih med 22 in 43 let (povprečna starost 28 let), od katerih je bilo 10 
seropozitivnih na IgG protitelesa proti HCMV. Za testiranje odziva limfocitov T na 
različne proteinske komplekse HCMV smo imeli na voljo 20 različnih antigenov za 8 
vzorcev (n=8). Uporabili smo PepMix Collection HCMV proizvajalca JPT Peptide 
Tehnologies GmbH. 
 
3.1 MATERIAL 
 
3.1.1 Reagenti  
 
Uporabili smo naslednje reagente: 
 
• Medij RPMI - 1640 medium, Sigma-Aldrich 
• Ficoll – Paque plus, GE Healthcare 
• Medij MII:  
▪ Medij RPMI: 1640 medium, Sigma-Aldrich 
▪ Fetal bovine serum, Gibco 
▪ Penicilin – Streptomicin, Gibco 
• Barvilo tripansko modrilo 0,1 % v fiziološki raztopini, Sigma-Aldrich 
• PepMix collection HCMV, JPT Innovative Peptide Solution 
• Staphylococcal Enterotoxin B from Staphylococcus aureus, Sigma-Aldrich 
• DMSO, Sigma-Aldrich 
• PMA, Sigma-Aldrich 
• IONO, Sigma-Aldrich 
• Golgi Plug protein transport inhibitor (Breferdin A), BD Biosciences 
• PBS (ang. phosphate buffered saline), Sigma-Aldrich 
• PBS z 2mM EDTA, Sigma-Aldrich 
• Protitelesa: 
▪ CD3 BV450, BD Biosciences 
▪ CD8 APC Cy7, BD Biosciences  
▪ FITC/CD69 PE/CD4 PerCP-Cy, BD Biosciences 
• Stain Buffer (BSA), BD Biosciences 
• Fixation and permeabilization solution BD Cytofix/ Cytoperm 
• Perm/Wash Buffer, BD Biosciences 
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3.1.2 Laboratorijski material 
 
Uporabili smo laboratorijski material in naprave: 
 
• Vakuumske epruvete z dodanim heparinom za odvzem krvi 
• Vakuumske epruvete z dodanim EDTA za odvzem krvi 
• Epice 
• Pipete 
• Falkonke 
• Števna komora za štetje celic 
• Naprava za štetje celic 
• Mikrotitrske plošče 
• Inkubator s temperaturo 37 °C 
• Vodna kopel 
• Epruvete 
• Centrifuga 
• Hladilnik 2 - 8 °C 
• Zamrzovalnik -20 °C in -80 °C 
 
3.2  METODE 
 
3.2.1  Serološko testiranje 
 
Odvzeli smo 5 mL krvi iz periferne vene v epruveto za vakuumski odvzem z EDTA, nato 
smo jih odnesli v laboratorij za diagnostiko virusnih infekcij, kjer so vzorce obdelali na 
aparatu Liaison XL. Indirektna kemiluminiscenca (CLIA) se uporablja za kvantitativno 
določanje protiteles IgG in IgM proti virusu CMV. Uporablja se DiaSorin Liaison CMV 
IgG (Dia-Sorin, Italija) in DiaSorin Liaison CMV IgM (Dia-Sorin, Italija) v skladu z 
navodili proizvajalca. Liaison XL je avtomatiziran kemilumiscentni analizator za 
določanje specifičnih protiteles s pomočjo kemiluminiscence (CLIA). Na magnetne delce 
v tekoči fazi so vezani antigeni, na katere se specifično vežejo protitelesa iz bolnikovega 
seruma. Protitelesa dokažemo s sekundarnimi protitelesi, na katere je vezan izoluminolni 
derivat. Količina svetlobnega signala, ki jo izoluminolni derivat odda, se izmeri s 
fotopomnoževalnikom in je sorazmerna količini specifičnih protiteles.  
 
Za nadaljnje testiranje smo izbrali vzorce, ki so bili serološko ovrednoteni kot pozitivni.  
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3.2.2 Izolacija perifernih krvnih mononuklearnih celic (PBMC) 
 
V epruvete z dodanim heparinom smo vzeli 10 mL periferne krvi, ki smo jo razredčili z 
enako količino RPMI, da je bil končni volumen 20 mL, ter dobro premešali. Vzeli smo 2 
prazni centrifugirki (volumen centrifugirk 50 mL), ju napolnili s 7 mL Ficoll-Paque in v 
vsako od centrifugirk previdno spustili po 10 mL krvi z RPMI, da je nad Ficoll-Paque 
nastala nova faza. Centrifugirali smo na 600 g, 30 min na sobni temperaturi, brez 
pospeška in zavore, da se je ustvaril gostotni gradient, kot je razvidno na sliki 5. Fazo 
mononuklearnih celic smo previdno prenesli v novo epruveto.  
 
 
 
Slika 5: Ločevanje faze mononuklearnih celic s Ficoll-om 
 
Fazo mononuklearnih celic smo zmešali z RPMI in zopet 10 minut centrifugirali na 1800 
rpm. Nato smo odlili supernatant in pelet celic resuspendirali v primerni količini medija 
II, da je bila končna koncentracija 1,25 - 1,5 x 106 viabilnih celic/mL. To smo izračunali 
po formuli: V1 = (c2*V2)/c1. c1 je število viabilnih celic, c2 je končna koncentracija 
celic ( 1,25 - 1,5 x 106 ), V2 je 10 mL. Za štetje viabilnih celic smo v 10 µL celične 
suspenzije dodali 10 µL tripanskega modrila, ki vstopi le v mrtve celice in jih s tem loči 
od živih. Nato smo 10 μL mešanice celic in barvila pipetirali v komoro za štetje celic. 
Število viabilnih celic v vzorcu smo prešteli v aparatu za štetje celic (Countess II, 
avtomatični števec celic, Life technology, Termo Fischer Scientific) in po zgoraj 
opisanem postopku dodali volumen medija II do želene koncentracije celic v vzorcu. 
 
3.2.3 Stimulacija limfocitov T 
 
Metoda sestoji iz 6 urne stimulacije perifernih krvnih limfocitov s HCMV antigeni in z 
inhibitorji proteinskega transporta, kot je brefeldin A ali monenzin (Jaimes in sod., 2011). 
Brefeldin A je sekrecijski inhibitor, ki ustavi delovanje golgijevega aparata, da se 
sekretorni proteini, vključno z IFN-γ, akumulirajo v endoplazmatskem retikulumu 
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(Klausner in sod., 1992). Inkubaciji sledi fiksacija, permeabilizacija in označevanje z 
markerskimi protitelesi z različnimi fluorofori in multiparametrično zaznavanje ter 
analizira celic na pretočnem citometru. S to metodo dobimo fenotipsko analizo T celičnih 
populacij in citokinov, ki so jih posamezni limfociti T producirali ob stimulaciji (Freer in 
sod., 2016). Če želimo zaznati pravo populacijo celic, ki izločajo citokine, moramo 
uporabiti markerje za CD3 za celotno populacijo limfocitov T, CD4 za T celice 
pomagalke, CD8 za citotoksične celice ter CD69 za aktivirane limfocite T in markerje za 
intracelularne IFN-γ (Jaimes in sod., 2011). 
 
Uporabili smo mešanico CMV virusnih peptidov PepMix Collection HCMV 
(2x1µg/peptid) proizvajalca JPT. V vsako vdolbino mikrotiterske plošče smo dodali 
400 µL celične suspenzije, koncentracije 1,25 - 1,5 x 106. V prvi vdolbini je bila negativna 
kontrola (99,8 μL fosfatni pufer (PBS) in 0,2 μL topila dimetil sulfoksid (DMSO) brez 
imunogene stimulacije), v naslednjih dveh pa smo dodali dve različni pozitivni kontroli 
(prva je vsebovala 67 μL 10 % suspenzije ionomicina (10 μL ionomicina + 90 μL medija 
II), 13 μL PMA ter 20 μL medija II, druga pa 5 μL SEB (s koncentracijo 10 mg/mL) in 
95 μL medija II). V preostala prazna mesta na mikrotiterski plošči smo dodali 2 µL v 
DMSO raztopljenih različnih HCMV antigenov, da je bila končna koncentracija antigena 
na vdolbinico 1 µg/L. Uporabili smo PepMix Collection HCMV proizvajalca JPT Peptide 
Solutions z naborom peptidov: IE1, IE-2, pp65, UL28, UL32, UL36, UL40, UL48sub-1, 
UL48sub-2, UL55, UL82, UL94, UL99, UL103, UL151,UL153, US3, US24, US29 in 
US32. K vsakemu virusnem peptidu v mikrotiterski plošči smo dodali 400 µL celične 
suspenzije PBMC. Stimulirane celice smo 2 uri inkubirali v CO2 inkubatorju na 37 °C, 
nato smo jim dodali 5 µL Brefeldina A (BD Golgi Stop iz BD GolgiPlug Kit, BD 
Biosciences) in jih še 4 ure inkubirali pod enakimi pogoji.  
 
3.2.4 Priprava celic in označevanje s protitelesi 
 
Po 6 urah inkubacije smo dodali 3 mL hladnega PBS + 1 % BSA (Pharm Stain Buffer, 
BD Biosciences) in dobro resuspendirali, da so se celice odlepile od podlage. 
Centrifugirali smo jih na 4 °C na 460 g 5 min, zavrgli supernatant ter postopek še enkrat 
ponovili.  
 
Nato smo dodali 3 mL PBS z 2 mM etilendiamintetraocetne kisline (EDTA), da smo 
zmanjšali celične skupke, ter 10 min inkubirali pri 37 °C v vodni kopeli. Za tem smo jih 
30 sek mešali na vorteksu pri nizki hitrosti (16 obratov) in spet centrifugirali 5 min pri 
4 °C na 460 g.  
 
V naslednjem koraku smo označevali celice s fluorokromom konjugiranimi 
monoklonskimi protitelesi proti CD3 in CD8 pri 4 °C 30 min. Nato smo celice sprali z 
1 mL Stain pufra, centrifugirali 5 min na 460 g na sobni temperaturi in odlili supernatant. 
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Nato smo celice resuspendirali v 150 µL Fixsation permeabilization solution in jih pustili 
v temi 20 min, da smo pripravili celice na barvanje intracelularnih citokinov. Za tem smo 
celice sprali z 1 mL Perm wash pufra, centrifugirali 5 min na 1600 rpm ter odlili 
supernatant, nato pa dodali 50 µL Perm wash pufra in vorteksirali. Celicam smo dodali 
10 µL označenih protiteles proti IFN-γ/CD69/CD4, ter inkubirali 60 min v temi pri 4 °C. 
Celice smo še dvakrat sprali z 1 mL Perm wash pufra, centrifugirali pri 460 g in odlili 
supernatant, nato pa jih resuspendirali v 0,5 mL Perm wash pufra. Sledilo je snemanje na 
pretočnem citometru FACSCanto II (BD Biosciences). 
 
Pretočna citometrija je metoda, ki analizira posamezne celice v pretoku skozi citometer s 
pomočjo ozko osredotočene laserske svetlobe. Detektorji merijo sipano svetlobo, ki nam 
poda informacijo o velikosti in zrnatosti posamezne celice, ter ekscitacijo fluorescentnih 
barvil, stimuliranih z različnimi valovnimi dolžinami laserske svetlobe. Za označevanje 
celic se ponavadi uporabljajo s fluorokromi konjugirana specifična protitelesa z afiniteto 
do različnih celičnih proteinov (Ormerod, 2019). 
 
Slika 6 prikazuje posplošen prikaz najpomembnejših korakov protokola. 
 
 
Slika 6: Ločevanje limfocitov, stimulacija limfocitov in akumulacija citokinov (ob uporabi Brefeldin A), 
označevanje s fluorokromom konjugiranimi monoklonskimi protitelesi (Jaimes in sod., 2011)  
 
Rezultate smo analizirali v programu FlowJo version 10.1 (TreeStar), kot je prikazano na 
sliki 7 in 8. Najprej smo na podlagi velikosti (FSC-A) in granuliranosti (SSC-A) izbrali 
populacijo limfocitov. Nato smo osamili CD3+ populacijo (limfocite T). Nato smo gledali 
CD4+ (T celice pomagalke) in CD8+ (citotoksične T celice). Na teh dveh populacijah 
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smo iskali aktivirane CD69+ limfocite in na koncu v obeh populacijah aktiviranih 
limfocitov opazovali proizvodnjo IFN-γ, kot je prikazano na sliki 8. 
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Slika 7: ''GATING'' 
a) FSC-A na SSC-A - izbrali smo populacijo celic glede na velikost in granuliranost 
b) SSC-A na CD3 - izbrali smo CD3+ populacijo – limfocite T 
c) CD8+ na CD4+ - izbrali smo CD4– CD8+ populacijo (citotoksične T celice) in CD4+ CD8– populacijo 
(T celice pomagalke) 
d) Na zgornji dve populaciji smo analizirali še izražanje CD69+ (aktivirane T celice) v zgornjem desnem 
kvadrantu 
e) V aktiviranih populacijah citotoksičnih T celic (CD3+ CD4– CD8+ CD69+) in T celic pomagalk (CD3+ 
CD4+ CD8– CD96+) smo gledali proizvodnjo IFN-γ, kot je prikazano na sliki 8 
 
 
 
 
Slika 8: Primer proizvodnje IFN-γ iz celic, stimuliranih z antigenom IE-2, pozitivno kontrolo IONO PMA, 
pozitivno kontrolo SEB in negativno kontrolo (levo populacija CD4+, desno populacija CD8+) 
 
3.2.5 Statistična obdelava podatkov 
 
Imeli smo vzorec osmih oseb (n = 8), ki smo jih testirali na 20 različnih proteinov, ob eni 
negativni in dveh pozitivnih kontrolah (IONO PMA in SEB). Rezultati so bili najprej 
vneseni in delno statistično obdelani v programu MS Excel (izračunana mediana, 
povprečje, standardna napaka za vsak stimulatorni antigen). Za statistično obdelavo smo 
kombinirali uporabo MS Excel, SPSS in R programa. Na podlagi Shapiro-Wilk testa smo 
ugotovili, da podatki niso porazdeljeni normalno, zato smo za statistično analizo uporabili 
Wilcoxon signed rank test. 
 
Želeli smo tudi ugotoviti, kateri protein najbolj stimulira T celice glede na ostale HCMV 
proteine. Za to statistično obdelavo smo uporabili Wilcoxon signed-rank test, ki primerja 
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povezane vzorce, saj smo v tem primeru imeli kri istih donorjev, ki smo jo stimulirali z 
različnimi proteini. Vedno smo vzeli 95 % interval zaupanja. P vrednost ≤ 0,05 smo 
določili kot statistično signifikanten rezultat. Spremenljivke smo glede na stimulatorni 
peptid izrazili kot mediano in na podlagi tega določili antigen, ki je najbolj stimuliral obe 
opazovani populaciji celic.  
 
Za dokazovanje korelacije med interferonskim odzivom CD4+ in CD8+ populacije smo 
uporabili Pearsonov test korelacije. 
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4 REZULTATI 
 
4.1 DOLOČANJE PROTITELES IgG IN IgM PROTI VIRUSU CMV  
 
Na protitelesa smo testirali 17 posameznikov s povprečno starostjo 28 let, od katerih je 
bilo 10 pozitivnih, kar je prikazano v preglednici 1, iz česar sklepamo, da je prekuženost 
s HCMV v tej starostni skupini 58,8 %. Posamezniki so bili testirani tudi na protitelesa 
IgM, vendar nihče od njih ni bil pozitiven, kar pomeni, da so vsi že nekaj časa nazaj 
preboleli primarno okužbo. 
 
Preglednica 1: Rezultati prostovoljnih participantov, testiranih na IgG in IgM proti humanemu 
citomegalovirusu 
Testirana oseba št. IgM IgG 
1 - - 
2 - - 
3 - + 
4 - + 
5 - - 
6 - + 
7 - + 
8 - - 
9 - + 
10 - - 
11 - + 
12 - - 
13 - + 
14 - + 
15 - - 
16 - + 
17 - + 
 
 
8 zdravih posameznikov, ki so bili IgG pozitivni na HCMV, smo uporabili naprej v študiji 
in opazovali interferonski T celični odziv na 20 različnih HCMV antigenov.  
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4.2 PRIMERJAVA PROIZVODNJE IFN-γ V CELICAH T POMAGALKAH IN 
CITOTOKSIČNIH CELICAH T 
 
Na sliki 9 je prikazana primerjava celokupnega IFN-γ odziva na vse testirane peptide v 
CD4+ in CD8+ T celični populaciji. 
 
 
 
 
Slika 9: Povprečje nenormaliziranega IFN-γ odziva vseh testiranih peptidov glede na posamezno populacijo 
celic (gating CD3+/CD4+ (CD4+ limfociti T) in CD3+/CD4- (CD8+ limfociti T), CD69+/IFN-γ). 
Povprečna vrednost za CD4+ je 0,64 in standardna napaka 0,15 (označena s črno), ter povprečna vrednost 
za CD8+ je 0,32 in standardna napaka 0,11 (označena s črno) 
 
 
Korelacijo med CD4+ in CD8+ pri posameznem antigenu smo ugotavljali z izračunom 
koeficienta Pearsonove korelacije. V preglednici 2 so zbrane vrednosti Pearsonovega 
koeficienta, izračunane za posamezne antigene. Vrednosti kažejo, da linearna povezanost 
med CD4+ in CD8+ pri vseh antigenih bodisi neznatna ali šibka, saj je Pearsonov 
koeficient za vse gene < 0,4. Izmed 20 antigenov jih 12 izkazuje neznatno povezanost 
(0,01-0,19) in 8 šibko povezanost (0,20-0,39). 
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Preglednica 2: Vrednosti Pearsonovega koeficienta (korelacija med CD4+ in CD8+ populacijo), izračunane 
glede na posamezne antigene 
 
Korelacija med CD4+ 
in CD8+ 
Pearsonov 
koeficient 
IE1 -0,146 
IE-2 0,205 
pp65 0,276 
UL28 0,348 
UL32 0,029 
UL36 0,365 
UL40 -0,179 
UL48_sub1 0,031 
UL48_sub2 -0,034 
UL55 -0,109 
UL82 -0,189 
UL94 0,232 
UL99 -0,325 
UL103 -0,150 
UL151 -0,112 
UL153 -0,353 
US3 -0,213 
US24 -0,080 
US29 0,079 
US32 -0,120 
 
S Shapiro Wilk testom, ki je primeren za testiranje normalnosti porazdelitve za majhno 
število vzorcev (<50 vzorcev), smo ugotovili, da porazdelitev ni normalna. Shapiro-Wilk 
test ničta hipoteza je, da je porazdelitev normalna, kar vidimo s tem, da je p-vrednost (v 
SPSS je označena s Sig.) nad 0,05. Če je vrednost Sig. pod 0,05, porazdelitev ni normalna. 
 
4.3 INTERFERONSKI ODZIV LIMFOCITOV T NA POSAMEZNE ANTIGENE 
 
Za statistično preverjanje odzivov na posamezen antigen v primerjavi s kontrolo smo 
uporabili Wilcoxon signed rank test, ki je primeren za primerjavo dveh odvisnih vzorcev. 
Vsi virusni antigeni statistično značilno proizvajajo več IFN-γ v limfocitih T glede na 
nestimulirane limfocite T (negativna kontrola). Poleg tega smo ugotovili, da pozitivna 
kontrola testa, torej stimulacija limfocitov T z ionomicinom in PMA, statistično značilno 
proizvaja več interferona v primerjavi s posameznimi CMV antigeni. Za drugo poztivno 
kontrolo smo uporabili spodbujanje s SEB, ki v dveh primerih (IE1, IE2) ni sprožila 
statistično značilno povečane proizvodnje IFN-γ, kar lahko razložimo z variabilnostjo 
razmeroma majhne populacije osmih prostovoljcev. V preglednici 3 so podane p 
vrednosti izračunane z Wilcoxon signed rank testom.  
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Preglednica 3: p vrednosti T celičnega odziva glede na kontrole, Wilcoxon signed rank test 
 
 
p 
vrednosti 
z NK pri 
CD4+ 
p 
vrednosti 
z NK pri 
CD8+ 
p 
vrednosti 
z SEB pri 
CD4+ 
p 
vrednosti 
z SEB pri 
CD8+ 
p vrednosti z 
IONO+PMA 
pri CD4+ 
p vrednosti z 
IONO+PMA 
pri CD8+ 
IE1 0,012 0,017 0,069 0,012 0,012 0,012 
IE-2 0,012 0,012 0,050 0,012 0,012 0,012 
pp65 0,012 0,012 0,036 0,012 0,012 0,012 
UL-28 0,012 0,012 0,017 0,012 0,012 0,012 
UL-32 0,012 0,012 0,012 0,012 0,012 0,012 
UL-36 0,012 0,012 0,012 0,012 0,012 0,012 
UL-40 0,018 0,012 0,012 0,012 0,012 0,012 
UL-48 sub1 0,012 0,012 0,012 0,012 0,012 0,012 
UL-48 sub2 0,012 0,012 0,012 0,012 0,012 0,012 
UL-55 0,012 0,012 0,012 0,012 0,012 0,012 
UL-82 0,012 0,018 0,012 0,012 0,012 0,012 
UL-94 0,012 0,012 0,012 0,012 0,012 0,012 
UL-99 0,017 0,012 0,012 0,012 0,012 0,012 
UL-103 0,017 0,012 0,012 0,012 0,012 0,012 
UL-151 0,012 0,012 0,012 0,012 0,012 0,012 
UL-153 0,012 0,012 0,012 0,012 0,012 0,012 
US-3 0,012 0,012 0,012 0,028 0,012 0,012 
US-24 0,025 0,012 0,012 0,012 0,012 0,012 
US-29 0,025 0,012 0,012 0,012 0,012 0,012 
US-32 0,012 0,012 0,012 0,012 0,012 0,012 
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Ker je imel vsak testirani posameznik nekaj proizvodnje citokinov že brez stimulacije, 
smo pri vsaki testirani osebi kot ozadje upoštevali negativno kontrolo, da smo lahko 
poenotili rezultate. Tako smo opazovali izključno, kako močen je specifični citokinski T 
celični odziv na določen antigen. Opazovali smo produkcijo IFN-γ v populacijah CD4+ 
in CD8+ limfocitov T.  
 
V preglednici 4 so prikazani rezultati, od katerih smo že odšteli ozadje (K-). Podani so 
povprečje, mediana ter standardna napaka. Na podlagi te preglednice 4 je narejena slika 
10 z grafičnima prikazoma rezultatov, urejenih od največjega do najmanjšega odziva. 
Rezultate za vse CMV peptide smo predstavili kot normalizirane vrednosti, kjer smo od 
vzorca, stimuliranega s CMV antigeni, odšteli negativno kontrolo. Negativna kontrola v 
preglednici 4 je podana kot nenormalizirana vrednost. 
 
Preglednica 4: Proizvodnja IFN-γ iz aktiviranih CD4+ in CD8+, stimuliranih z različnimi antigeni. 
Proizveden IFN-γ je podan v % 
 
CD4+ Povprečje Mediana SE  CD8+ Povprečje Mediana SE 
K- 0,26 0,26 0,051  K- 0,25 0,19 0,054 
K+ SEB 2,17 1,94 0,49  K+ SEB 1,5 0,96 0,44 
K+ IONO 
PMA 
17,24 16,31 3,33 
 
K+ IONO 
PMA 
12,75 9,54 3,56 
IE1 0,8 0,34 0,34  IE1 0,43 0,21 0,17 
IE-2 0,49 0,23 0,24  IE-2 0,32 0,14 0,16 
pp65 0,55 0,41 0,21  pp65 0,38 0,18 0,19 
UL28 0,36 0,3 0,1  UL28 0,35 0,16 0,16 
UL32 0,47 0,34 0,11  UL32 0,36 0,24 0,14 
UL36 0,4 0,35 0,1  UL36 0,34 0,14 0,19 
UL40 0,27 0,09 0,13  UL40 0,14 0,06 0,06 
UL48sub1  0,37 0,18 0,17  UL48_sub1 0,29 0,21 0,1 
UL48_sub2 0,32 0,18 0,14  UL48_sub2 0,31 0,19 0,13 
UL55 0,35 0,24 0,08  UL55 0,34 0,32 0,07 
UL82 0,32 0,2 0,11  UL82 0,22 0,15 0,1 
UL94 0,25 0,15 0,08  UL94 0,22 0,13 0,06 
UL99 0,4 0,38 0,1  UL99 0,26 0,23 0,07 
UL103 0,45 0,39 0,14  UL103 0,38 0,36 0,09 
UL151 0,39 0,29 0,11  UL151 0,31 0,23 0,11 
UL153 0,45 0,22 0,15  UL153 0,32 0,26 0,09 
US3 0,65 0,58 0,15  US3 0,6 0,39 0,19 
US24 0,45 0,3 0,17  US24 0,27 0,22 0,06 
US29 0,48 0,27 0,21  US29 0,21 0,16 0,06 
US32 0,61 0,39 0,23  US32 0,37 0,29 0,07 
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Slika 10: Grafa vseh interferonskih CD4+ in CD8+ T celičnih odzivov na HCMV peptide, razporejenih po 
velikosti od najbolj močnega do najšibkejšega odziva in normaliziranih z odšteto negativno kontrolo (na 
grafu označeno s k) - na spodnji osi so stimulatorni HCMV proteini, ki smo jih uporabili v študiji, na 
navpični osi pa so vrednosti IFN-γ, izločenega iz aktiviranih CD4+ in CD8+ celic. Črta znotraj boksa 
predstavlja mediano, boks predstavlja rezultate znotraj drugega in tretjega kvartila, črte izven boksa se 
raztezajo do najmanjše oziroma največje vrednosti vzorca znotraj razdalje 1,5-kratnika višine boksa od 
obeh koncev boksa. S krogci so označene vrednosti, ki so oddaljene 1,5-kratnik ali več od spodnjega ali 
zgornjega roba boksa. Na ordinati IFN-γ (%) 
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Iz primerjave rezultatov CD4+ in CD8+ stimuliranih celic v preglednici 4 je razvidno, da 
ima protein US3 najvišji vrednosti mediane pri CD4+ in CD8+ stimuliranih celicah glede 
na ostale HCMV proteine. Tudi Wilcoxon signed rank test v obeh celičnih populacijah 
najvišje razvrsti protein US3. Kritična razdalja v grafih na sliki 11 (zgornja črta), ki je 
izračunana s 95 % intervalom zaupanja, pokaže, da v CD4+ populaciji razlike med 
vplivom posameznih antigenov niso statistično značilne, v populaciji CD8+ pa lahko s 95 
% intervalom zaupanja trdimo, da je stimulacija z US3 značilno večja, kot stimulacija z 
UL40. Odebeljene črte zaobjemajo stimulirajoče antigene, za katere lahko trdimo, da se 
statistično značilno ne razlikujejo med seboj. 
 
 
 
Slika 11: Prikaz Wilcoxon signed-rank testa s 95 % intervalom zaupanja – prva slika CD4+, druga slika 
CD8+ 
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5 RAZPRAVA  
 
Namen naše raziskave je bil vpeljati metodo za določevanje znotrajceličnega IFN-γ v 
limfocitih T pri spodbujanju s CMV antigeni ter definirati, kateri posamezen antigen ali 
nabor antigenov najbolj stimulira proizvodnjo IFN-γ in je zato najprimernejši za nadaljnjo 
uporabo. 
 
V že objavljenih študijah, kot je Hoffmeister in sod. (2003), rezultati kažejo, da T celični 
odziv posameznika korelira s seroreaktivnostjo, kar pomeni, da seronegativni 
posamezniki nimajo T celičnega odziva na CMV antigene oz. je njihov odziv v povprečju 
zelo nizek, okoli 0,02 % (Hoffmeister in sod., 2003). Za uvedbo metode specifičnega 
znotrajceličnega določevanja smo se zato v naši študiji osredotočili le na seropozitivne 
posameznike. Študijo smo izvedli na 8 CMV seropozitivnih zdravih posameznikih, ki 
smo jim odvzeli kri, izolirali PBMC ter jih ex vivo stimulirali z 20 CMV antigeni. 
Zanimala nas je jakost specifičnega T celičnega odziva na HCMV antigene. Za negativno 
kontrolo smo uporabili nestimulirane celice (brez dodanega antigena) in jo odšteli od 
odziva na specifične HCMV antigene, da smo dobili normalizirane rezultate. Kot 
pozitivno kontrolo pa smo uporabili SEB in IONO PMA. SEB oz. stafilokokni 
enterotoksin B je superantigen, ki se pogosto uporablja kot pozitivna kontrola, saj 
stimulira populacije limfocitov T (Niedergang in sod., 1995). Prav tako je pogosto 
uporabljena pozitivna kontrola ionomicin s PMA, ki nespecifično stimulira T celice in 
prav tako sproži produkcijo citokinov. V preglednici 3 je prikazana primerjava med 
vzorci, ki smo jih stimulirali s CMV ter pozitivnima kontrolama SEB in PMA + 
ionomicin. Z Wilcoxon signed rank testom smo preverili, če med stimulacijo s CMV in 
pozitivno kontrolo SEB obstajajo statistično značilne razlike. Razlike so statistično 
različne, kar pomeni da je SEB in PMA+IONO primerna kot pozitivna kontrola. 
Stimulacija s superantigenom SEB je bila statistično značilno višja kot spodbujanje s 
posameznimi virusnimi antigeni, vendar ne opazimo tako močne poliklonalne aktivacije 
limfocitov T kot jo lahko opazimo pri stimulaciji z mitogeni (PMA in ionomicinom). 
Naše mnenje je, da je pozitivna kontrola PMA in ionomicinom primerna za kontrolo 
metode merjenja znotrajceličnih citokinov. Vendar pa smatramo, da je stimulacija s SEB, 
ki se uporablja kot nespecifična pozitivna kontrola, boljši pokazatelj imunske zmožnosti 
testiranih limfocitov T v primeru analize antigen specifičnega virusnega T celičnega 
odziva. V raziskavi nas je zanimalo, kateri antigen je najbolj imunogen, katera 
kombinacija antigenov bi bila primerna za testiranje T celičnega odziva na CMV ter kako 
bi lahko stimulirali specifične limfocite T za celično terapijo.  
 
Za boljšo statistično sliko bi bilo treba pridobiti večji vzorec, kar pa zaradi finančnih 
omejitev tokrat ni bilo mogoče. 
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Iz rezultatov je razvidno, da imajo stimulirane celice T pomagalke CD4+ v povprečju 
močnejši interferonski odziv, kot CD8+ celična populacija, kar sovpada z rezultati 
podobnih študij, kot je npr. Sinclair in sod., 2004. Močen HCMV specifičen CD4+ 
interferonski odziv je pomemben pri ohranjanju zaščitne imunosti pri kronični virusni 
infekciji (Sinclair in sod., 2004). Prav tako je Sinclair in sod. (2004), dokazal tudi, da 
CD4+ populacija brez stimulacije spontano izraža več interferona, kot CD8+. To so 
potrdili tudi naši rezultati, kjer je bila mediana izraženega interferona nestimulirane 
negativne kontrole v aktivirani CD8+ populaciji manjša (0,19) kot v CD4+ populaciji 
(0,26), kar je bilo pričakovano, saj imajo CD4+ in CD8+ celice različno funkcijo pri 
imunskem odgovoru, na primer število CMV odzivnih CD4+ celic korelira z zaščito pri 
prenosu na plod pri nosečnicah, kar pomeni, da CD4+ T celični imunski odziv predstavlja 
pomembno informacijo v tovrstni preiskavi (Karlsson in sod., 2003). Iz študij je razvidno, 
da imajo CMV seropozitivni posamezniki vedno višji nivo spontanega izražanja 
interferona iz nestimuliranih celic v primerjavi s seronegativnimi posamezniki, ki nikoli 
ne presežejo 0,04 % v CD4+ ali CD8+ celični populaciji (Dunn in sod., 2002). 
 
Za okužene s CMV je značilen tudi visok delež CD69+ celic. CD69+ je marker zgodnje 
aktivacije. Za našo študijo je bil pozitiven rezultat vezan na nedavno aktivirane celice, 
kar pomeni, da je bil vsak dogodek, ki smo ga opredelili za pozitivnega, posledica 
predhodne stimulacije z antigeni (Dunn in sod., 2002). Delež aktiviranih limfocitov je 
pomemben predvsem pri bolnikih po transplantaciji organov, saj napove spontano 
očiščenje virusa iz bolnikovega telesa ali nezmožnost obrambe telesa pred HCMV. Mena-
Romo in sod. so dokazali, da pacient ne razvije HCMV bolezni v primeru, če je 
interferonski odziv enak ali večji od 0,25 % pred transplantacijo, (Mena-Romo in sod., 
2017). Iz naših rezultatov je razvidno, da imajo skoraj vsi testirani posamezniki odziv 
limfocitov T, stimuliranih s CMV peptidi, nad definirano mejno vrednostjo za spontano 
omejevanje replikacije virusa in so v primeru, da pride do reaktivacije ali ponovne 
okužbe, sposobni omejiti infekcijo, kot je bilo pričakovano. S tem, ko poznamo normalen 
razpon odzivov na CMV pri zdravih posameznikih, lažje vzpostavimo kriterij za 
odstopajoče odzive imunokompromitiranih bolnikov, občutljivih na CMV, hkrati pa nam 
razumevanje variabilnih celičnih odzivov pri posamezniku olajša vrednotenje celičnega 
odziva pri odločanju za način zdravljenja. 
 
Naša študija je potrdila tudi, da se obe populaciji celic odzivata na več različnih 
posameznih epitopov, saj odgovor na okužbo potrebuje raznolikost antigensko 
specifičnih imunskih funkcij za primerno obrambo. To je potrdil tudi Pearsonov 
korelacijski koeficient, ki ne kaže korelacije med odzivom CD4+ in CD8+ celične 
populacije na posamezen antigen. To pomeni, da so HCMV peptidi v določeni meri 
stimulirali obe populaciji celic, vendar med populacijama CD4+ in CD8+ ni statistično 
značilne korelacije, kar pomeni, da ni nujno, da antigeni, ki stimulirajo CD4+ populacijo 
celic, stimulirajo tudi CD8+ populacijo celic in obratno. To je bilo pričakovano, saj CD8+ 
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izraža MHC I, CD4+ pa MHC II kompleks. MHC kompleksi, ki spadajo v različno 
skupino, pa tudi variacije znotraj skupine, ne reagirajo z enako afiniteto na isti antigen 
(Wieczorek in sod., 2017). Kljub temu sta obe populaciji celic enotno pokazali, da s 
stimulacijo z US3 proteinom dosežemo najmočnejši odziv pri CD4+ in CD8+ celicah.  
 
Splošno znano je, da so citokinski odzivi ob stimulaciji pri CMV seropozitivnih 
posameznikih višji od seronegativnih, kot potrjujejo različne študije, npr. Dunn in sod. 
(2002) in Sinclair in sod. (2004). V podobnih študijah, npr. Hebart in sod., 2002, so 
ugotovili, da so odzivi pri seropozitivnih posameznikih višji od 0,1 % v obeh celičnih 
populacijah, CD4+ in CD8+, kar sovpada tudi z našimi rezultati. Prav tako so študije 
potrdile tudi veliko variabilnost interferonskih odzivov pri istem posamezniku skozi čas, 
s tem, da so pozitivne kontrole ostale v enakih okvirjih, kar kaže, da obstajajo še drugi 
pomembni faktorji, ki vplivajo na T celični imunski odziv na CMV, kot je na primer 
zadnja reaktivacija virusa (Dunn in sod., 2002).  
 
V naši študiji so imeli nekateri posamezniki veliko večji odziv na določen antigen, kot 
ostali, kar kažejo izjeme izven box plotov na sliki 10. To lahko pojasnimo z variabilnostjo 
HLA kompleksa (človeški MHC kompleks), ki se razlikuje od posameznika do 
posameznika. Različni HLA tipi se odzivajo na različne antigene, kar pojasni 
neuniformnost odzivov na posamezni stimulatorni protein glede na posameznika. Od tipa 
HLA molekule je odvisno, na katere antigene bo reagirala celica. Specifični odziv na 
HCMV se pri vsakem posamezniku razvije individualno, zato ima lahko posameznik 
večjo afiniteto do določenih epitopov antigena, na druge pa ne razvije tako močnega 
odziva ali sploh ne reagira (Kern in sod., 1999). 
 
Neodvisno od HLA tipa CD4+ in CD8+ celice zaznajo več kot 150 virusnih ORF, ki 
vključujejo strukturne in nestrukturne proteine, neglede na to, v kateri fazi litične 
infekcije se izražajo. V vsakem posamezniku CD4+ in CD8+ T celice prepoznajo med 8 
in 12 ORF (Mason in sod., 2013). Celični odzivi so pri različnih posameznikih različni, 
saj nekateri posamezniki zaznajo manj, drugi več odprtih bralnih okvirjev (Sylwester in 
sod., 2005). S tega stališča lahko sklepamo, da T celični odzivi, specifični za posamezni 
ORF, niso reprezentativni za celovit T celični odziv posameznika. Kljub temu, da je 
hirearhija prepoznavanja antigenov s strani CD4+ in CD8+ različna, kot je prikazano na 
sliki 12, so v študiji Sylwester in sod. (2005), definirali 8 HCMV antigenov, ki se 
prekrivajo in so dobro prepoznani v obeh populacijah celic. To so UL55, UL83, UL122, 
UL48, UL32, UL123, UL99 in UL82. 
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Slika 12: Frekvenca prepoznavanja antigenov v CD4+ in CD8+ populaciji celic pri 33 posameznikih. Na 
vertikalni osi je število posameznikov (n=33), ki so se odzvali na določen antigen, na spodnji osi pa so 
specifični HCMV antigeni (Sylwester in sod., 2005) 
 
Vsi antigeni, s katerimi smo v naši študiji stimulirali T celice, so statistično signifikantno 
sprožili izražanje interferona v primerjavi z nestimuliranimi celicami, vendar se med sabo 
skoraj v vseh primerih niso statistično značilno razlikovali. V obeh celičnih 
subpopulacijah je najbolj močen odziv sprožil US3, najmanjši pa UL40. V CD8+ 
populaciji smo na podlagi 95 % intervala zaupanja dokazali, da ta dva proteina statistično 
značilno različno stimulirata CD8+ celično populacijo, kot je prikazano v rezultatih na 
sliki 11. Ker je US3 v obeh populacijah celic sprožil najmočnejši odziv, bi ga bilo 
smiselno uporabiti v naši metodi, hkrati pa s temi podatki za našo metodo odsvetujemo 
uporabo proteina UL40. 
 
Ozirajoč na podatke iz naše študije ter študije Sylwester in sod. (2005) je spodaj 
predstavljenih 5 za stimulacijo najbolj primernih CMV peptidov: US3, UL48, UL55, 
UL123 in UL83. 
 
US3 je protein, ki zavira izražanje molekul kompleksa MHC I, s čimer pomaga začasno 
zaobiti prepoznavanje virusa s strani CMV specifičnih citotoksičnih limfocitov T in tako 
virusu omogoči replikacijo v času, ko je virus v gostitelju najbolj ranljiv. US3 zadrži 
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MHC I v endoplazmatskem retikulumu in s tem onemogoči prepoznavanje virusnih 
antigenov, pomagata pa mu še US2 in US11, ki inducirata uničenje težke verige tega 
kompleksa (Noriega in sod., 2013). 
 
V študiji Sylwester in sod. (2005) je UL48 najpogosteje prepoznan HCMV protein v 
CD8+ populaciji, gledano na frekvenco odziva celic na določen antigen v seropozitivni 
populaciji. To sovpada z našo študijo, zato bi kot drugi stimulatorni protein lahko 
uporabili UL48. UL48 kodira encim deubikvitinirajočo proteazo, poimenovano tudi 
HMWP (ang. high molecular weight protein). Ima pomembno vlogo pri dozorevanju 
infektivnih virionov, saj brez njega virusi dozorijo počasneje (Wang in sod., 2006). 
Vezavni protein UL47 se veže na HMWP in ohranja njegovo stabilnost. V virionu je 
lahko tudi do 1400 kopij HMWP, prisoten pa je tudi v NIEPS in gostih telescih (Kalejta, 
2008). Zanimiv je tudi UL48_sub2, ki edini od testiranih HCMV antigenov sproži večji 
interferonski odziv v CD8+ populaciji in ne v CD4+ populaciji, kot ostali testirani 
antigeni. 
 
Nabor peptidov iz HCMV ORF IE1/2 (UL123 and UL122), pp65 (UL83) and gB (UL55) 
so že znani T celični antigeni, ki dobro stimulirajo CD4+ in CD8+ populaciji celic v 
seropozitivnih posameznikih (Mason in sod., 2013). 
 
Pri dozorevanju in diferenciaciji celic se začne ekspresija litičnih genov virusa in hkrati 
se poveča število virusnih kopij genoma. Najpomembnejši korak pri prehodu iz latentne 
v litično fazo virusa je ekspresija IE genov, ki so v progenitornih dendritičnih celicah pri 
latentnem virusu v utišanem kromatinu inhibirani s proteinom HP1. Diferenciacija teh 
celic v zrele dendritične celice sproži preoblikovanje kromatina in pri MIEP (ang. major 
immediate early promoter) se protein HP1 zamenja z acetiliranimi histoni in nastane 
transkripcijsko aktiven kromatin, kar sproži prepis genov, začetek litične infekcije in s 
tem reaktivacijo virusa (Reeves in sod., 2005).  
 
V naši študiji je IE1 (UL123) zanimiv, ker ima zelo širok razpon, pri nekaterih 
posameznikih izzove v obeh populacijah zelo visoke odzive. IE1 je eden 
najpomembnejših proteinov v zgodnjih fazah infekcije, saj pomaga virusu, da se izogne 
obrambi gostitelja (Torres in Tang, 2015). S tem, ko se veže na STAT2, inhibira 
interferonsko pot tipa I ter hkrati onemogoči vezavo na E2F-odzivne promotorje in s tem 
spremeni gostiteljev celični cikel. IE1 ima pomembno vlogo pri transaktivaciji zgodnjih 
genov (IE) in aktivira svoj promotor (Uniprot, 2019a). 
 
UL55 kodira glikoprotein B (gB), ovojnični glikoprotein, ki formira tvorbe, podobne 
bodicam, na površini virusne ovojnice in omogoči virusu, da se pritrdi na proteoglikane 
na površini gostiteljeve celice ter s pomočjo heterodimera gH/gL spoji virion s celično 
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membrano, kar omogoči virusu, da vstopi v celico (Uniprot, 2019a). gB zaznajo večinoma 
CD4+ T celice (Mason in sod., 2013). 
 
pp65 (UL83) je v naši študiji dobro stimuliral celice T pomagalke, v populaciji 
citotoksičnih limfocitov T pa je bil v slabši polovici glede na ostale testirane antigene. 
pp65 je veliki tegumentni protein komponenta ekstracelularnega virusa in je najbolj 
zastopan tegumentni protein (Varnum in sod., 2004). Pomemben je za izogibanje 
gostiteljevemu imunskemu sistemu med infekcijo, saj vpliva na humoralno in celično 
imunost ter je dominanten tarčni antigen za citotoksične limfocite T (CD8+). Glavne 
vloge pp65 so, da prepreči imunskemu sistemu, da bi prepoznal IE proteine, saj uravnava 
njihovo fosforilacijo in s tem blokira njihovo predstavitev kompleksu MHC I, inhibira 
sintezo različnih komponent, ki so vključene v imunski odziv gostiteljske celice skozi 
encimatsko kinazno aktivnost, ki sproži degradacijo alfa verige pri MHC II celičnem 
površinskem receptorju HLA-DR z akumulacijo HLA molekul v lizosomu, naj bi bil 
vpleten pri zmanjšanju ekspresjie MHC II molekul in ima vlogo pri izogibanju 
imunskemu sistemu med infekcijo z inhibicijo celične citotoksičnosti naravnih celic 
ubijalk (NK). pp65 je antagonistični ligand, ki se veže na NKp30 in aktivira receptor, s 
čimer prepreči ubijanje inficiranih celic in prepreči NKp30 komunikacijo z drugimi NK 
celicami in dendritičnimi celicami ter oslabi interferonski in kemokinski odziv 
(Tomtishen, 2012). Glavna vloga pp65 je torej, da prepreči imunskemu sistemu, da bi 
uničil okužene celice z mehanizmi vezave na komponente, ki aktivirajo imunski sistem. 
 
S podatkov študije Sylwester in sod. (2005), je razvidno, da UL83, ki kodira pp65 in 
UL123, ki kodira IE1, prepoznavajo CD4+ in CD8+ T celice več kot 50 % posameznikov. 
 
Kljub velikemu številu tarč limfocitov T večina metod meri odziv limfocitov T na pp65 
in IE, kar je velika omejitev celovitega razumevanja adaptivnega imunskega odziva na 
HCMV in na korelacijo z zaščitno funkcijo T celičnega odziva (Rosa in Diamond, 2012). 
Tako lahko pri metodah, ki opazujejo odziv na enega ali nekaj CMV proteinov, pride do 
izgube pomembnih informacij, ki bi lahko drugače osvetlile odziv celične imunosti na 
CMV. Zato je smiselno, da se za spremljanje T celičnega odziva uporabi več različnih 
stimulatornih proteinov. 
 
Za razliko od komercialno dostopnega ELISA testa QuantiFERON-CMV, ki meri IFN-γ 
po stimulaciji CD8+ celic v polni krvi z imunogenimi CMV peptidi IE1, IE-2, pp65, pp50 
in gB, ki vežejo razpon različnih dobro zastopanih HLA-I haplotipov, metoda 
znotrajceličnega označevanja citokinov (ICS) ni omejena na HLA tipe ter spremlja ne le 
CD8+ populacijo, ampak tudi odziv CD4+ populacije limfocitov T. Poleg tega lahko 
uporaba nabora CMV peptidov testa QuantiFERON-CMV vodi v lažno negativne 
rezulate pri redkejših haplotipih (Freer in sod., 2016). Občutljivost QuantiFERON testa 
ob ICS kot referenčni metodi za detekcijo pozitivnih IFN-γ celičnih odzivov 
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(>0,2 IU/mL) je bila opredeljena kot 76,3 % (Clari in sod., 2012). CD8+ T celični odziv 
IFN-γ na CMV peptide, merjen s QuantiFERON testom, statistično signifikantno 
korelirala s celokupnim IFN-γ T celic pomagalk, izmerjenim z ICS metodo (Clari in sod., 
2012). To pomeni, da je v primerjavi s QuantiFERON metodo ICS metoda enako 
specifična, a bolj občutljiva (Freer in sod., 2016).  
 
ELISpot je drugi komercialno dostopen ELISA test, ki dobro predvidi riziko CMV 
reaktivacije. Uporablja mešanco peptidov iz CMV antigenov IE1 in pp65, ki stimulirata 
nastajanje IFN-γ v CD4+ in CD8+ celicah. Njegova napovedna vrednost je boljša od 
QuantiFERON testa, saj gleda odziv CD4+ in CD8+ populacije limfocitov T (Lee in sod., 
2017). ELISpot je učinkovita metoda, a cenovno ne najbolj ugodna in zahteva veliko dela, 
hkrati pa je težka za standardizacijo, saj v populaciji vrednosti variirajo (Freer in sod., 
2016). 
 
ICS metoda za razliko od ELISpot in Quanti FERON testov poda tako kvantitativne kot 
kvalitativne karakteristike CMV specifičnih limfocitov T. Glavne prednosti ICS metode 
v primerjavi s QuantiFERON in ELISpot metodo so: da ni omejitev pri različnih HLA 
fenotipih, da so določljivi rezultati in zanesljive mejne vrednosti glede na klinično sliko, 
da se lahko razloči med CMV T celičnim odzivom CD4+ in CD8+ limfocitov T ter da 
obstaja možnost merjenja več različnih citokinov (Han, 2017).  
 
Prednost ICS metode je, da lahko vidimo več parametrov zaradi uporabe pretočnega 
citometra, saj lahko fenotipiziramo stimulirane limfocite T glede na populacije (Maecker 
in sod., 2005). Smiselno bi bilo v klinično prakso vpeljati metode, ki so bolj občutljive 
od drugih ter podajo več informacij, predvsem v primerih, ko podajajo približek za bolj 
kompleksne sisteme, kot je T celični odziv (Freer in sod., 2016). ICS metoda gleda 
kvantifikacijo CMV imunskega odziva IFN-γ producirajočih CD8+ in CD4+ T celic in z 
zanesljivimi rezultati lahko predvidi nastanek CMV DNKemije pri bolnikih s 
transplantacijo, metoda pa pomaga tudi za smernice za vodenje predhodne antivirusne 
terapije (Clari in sod., 2012). 
 
Kljub temu, da je ICS metoda relativno draga in zahteva veliko znanja in izkušenj, ima 
poleg boljše občutljivosti tudi druge prednosti, saj zazna imunski odziv v vzorcih 
bolnikov, ki nimajo odziva na specifične dominantne epitope, ki jih pokrivata drugi dve 
prej omenjeni metodi. Z vključevanjem različnih rekombinantnih HCMV antigenov, 
virionov ali definiranih MHC II vezavnih peptidov za stimulacijo T celic za merjenje 
interferonskega odziva lahko dobimo bolj zanesljive in generalizirane okvirje, na podlagi 
katerih lažje določimo antivirusno terapijo (Freer in sod., 2016). 
 
ICS metoda predvidi potek CMV bolezni po sledečih parametrih: če ni specifičnega T 
celičnega odziva proti CMV, CMV viremija ne izgine, če nizka specifična T celična 
Čelofiga N. Opredelitev … odziva proti citomegalovirusu z določevanjem znotrajceličnih citokinov. 
   Mag. delo (Du2) Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2020 
 
50 
imunost napove večje tveganje za CMV bolezen, če stabilen nivo CD4+ odziva korelira 
z nižjim tveganjem za nastanek CMV bolezni. Napovedno vrednost te metode lahko 
izboljšamo, če analiziramo poleg interferonskega odziva tudi druge citokine in markerje, 
kot so IL-2 in PD-1 (Kotton in sod., 2013). 
 
Na podlagi obsežnih študij o T celičnem odzivu na CMV po principu ICS metode so bile 
določene meje, ki definirajo dovoljšen T celični odziv na HCMV. Zadostna koncentracija 
za zaščito proti CMV bolezni je opredeljena kot ≥ 0,4 CMV specifičnih CD4+ in CD8+ 
limfocitov T /mm3 v periferni krvi, ki izločajo IFN-γ ali ≥ 0,05 % CD4+/CD8+ v letu po 
transplantaciji (Han, 2017). V mononuklearnih celicah periferne krvi (PBMC) je za 
zaščito pred visoko CMV viremijo, opredeljeno kot ≥ 2000 IU/mL, zadostna ≥ 0,25 % 
populacija CD8+ CD69+ IFN-γ celic v mesecu po transplantaciji. Ta meja se upošteva za 
indikacijo za predhodno zdravljenje, pod to mejo pa se uporablja profilaktično zdravljenje 
(Han, 2017). Za mejo pozitivnega odziva velja že 0,15 % populacije CD8+ CD69+ IFN-
γ celic (Mena-Romo in sod., 2017). Na podlagi teh mejnih vrednosti je postavljena 
napovedna vrednost ICS metode v klinični praksi (Han, 2017). Vsi testirani v naši študiji 
so imeli T celični odziv nad zgoraj omenjenimi vrednostmi, kar pomeni, da so imeli 
zadosten T celični odziv za ubranitev pred CMV infekcijo. 
 
Specifični T celični odziv na posamezne antigene nas je zanimal zaradi morebitne 
kasnejše uvedbe terapije s T celicami. Adoptivno T celično imunsko zdravljenje z virusno 
specifičnimi limfociti T, pri katerem iz perifernih mononuklearnih celic CMV pozitivnih 
posameznikov izoliramo CD8+ celice z manjšim deležem CD4+ celic in jih po dvakratni 
stimulaciji s CMV antigeni namnožimo ter prenesemo v bolnika, da zmanjšamo virusno 
breme (Pei in sod., 2017). Za stimulacijo T celic bi bili primerni HCMV antigeni, ki dobro 
stimulirajo CD8+ celično populacijo. V našem naboru peptidov bi bil po našem mnenju 
najprimernejši US3, ker dobro stimulira CD8+, hkrati pa je glede na študijo Sylwester in 
sod. (2005) eden najpogostje prepoznanih CMV antigenov.  
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6 SKLEPI 
 
Vsi vzorci zdravih seropozitivnih prostovoljcev so proizvajali po stimulaciji s 
posameznimi CMV antigeni več interferona gama. 
 
Z drugimi študijami so ugotovili, da odziv deluje zaščitno, ko je delež aktiviranih 
limfocitov T večji od 0,25 % (pri nas to pomeni seštevek CD4+ CD69+ IFN-γ+ in CD8+ 
CD69+ IFN-γ+). V naši skupini seropozitivnih zdravih prostovoljcev smo dobili pri vseh 
testiranih CMV peptidih odziv limfocitov T nad definirano mejno vrednostjo za spontano 
omejevanje replikacije virusa.  
 
Ugotovili smo, da od vseh testiranih peptidov US3 najbolj stimulira izločanje IFN-γ iz 
CD4+ in CD8+ populacije limfocitov T. Hkrati je US3 stimuliral izločanje IFN-γ pri vseh 
posameznikih, zato smo ga določili za najbolj uporaben HCMV antigen za stimulacijo 
limfocitov. 
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7 POVZETEK 
 
CMV infekcija lahko predstavlja tveganje za imunokompromitirane ljudi, dojenčke s še 
nezrelim imunskim sistemom ali bolnike s transplantiranim organom. Vendar pa nekateri 
bolniki lahko spontano zaustavijo reaktivacijo, drugi ne, zato je potreben personaliziran 
pristop pri določanju protivirusne terapije. Tako lahko uporabimo specifično T celično 
imunost kot indikator, ki predvidi potek okužbe pri različnih posameznikih. Trenutno 
med najbolj natančne metode spremljanja T celičnega odziva spada ICS metoda s 
pretočno citometrijo, zato jo je smiselno uvesti v rutinsko diagnostiko. 
 
V nalogi smo serološko testirali sodelujoče, nato pa pri 8 seropozitivnih posameznikih 
opazovali interferonski odziv aktiviranih CD4+ in CD8+ T celic, stimuliranih z 20 
različnimi antigeni, z ICS metodo. Najprej smo izolirali limfocite iz polne krvi, nato smo 
jih prešteli in stimulirali z različnimi HCMV antigeni, za tem pa smo jih označili z 
markerskimi protitelesi in jih okarakterizirali na pretočnem citometru. Statistično analizo 
smo opravljali v MS Excel, SPSS in R programu. Uporabili smo Pearsonov korelacijski 
test za opredelitev odziva na posamezni antigen znotraj CD4+ in CD8+ populacij in 
Wilcoxon signed rank test (p ≥ 0,05), da smo določili statistično signifikantno jakost 
odziva na antigen glede na ostale antigene pri 95 % intervalu zaupanja. 
 
Naša raziskava je pokazala, da so vsi antigeni dobro stimulirali limfocite T. Največji 
odziv je v obeh populacijah izzval antigen US3, dobro pa so stimulirali tudi UL48, UL55, 
UL123 in UL83. 
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